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ADN: ácido desoxirribonucleico 
ApoE: apolipoproteína E 
APP: proteína precursora del amiloide 
ARN: ácido ribonucleico 
BPDS: ácido batofenantrolinedisulfuro 
BSA: albúmina de suero bobino 
CAT: catalasa. 
CHES: ácido 2-N-ciclohexamilo 
Cu: cobre 
DCFH-DA:  diclorofluorescin-diacetato  
DSM-IV: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders of the 
American Psychiatric Association 
EA: Enfermedad de Alzheimer 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: Ensayo de 
Inmunoadsorción Ligado a Enzima 
EDTA: ácido etilendiamino tetracético 
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa  
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GCLC: unidad catalítica de la glutamato cistein ligasa 
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1.-Introducción a la  Enfermedad de Alzheimer 
El término demencia describe un síndrome clínico adquirido, 
crónico y progresivo caracterizado por deterioro cognitivo, 
incapacidad para realizar las actividades de la vida diaria y 
alteraciones neuropsiquiátricas. La Enfermedad de Alzheimer (EA) es 
la causa más común de demencia primaria (60%), seguida por la 
demencia vascular (20%) y la demencia por Cuerpos de Lewy (15%). 
La EA fue descrita en 1907 por el Dr. Alois Alzheimer 
(Alzheimer A, 1907) y se caracteriza por un proceso 
neurodegenerativo relacionado con la edad, que causa pérdida 
progresiva de las funciones mentales superiores, fundamentalmente 
la memoria seguido de la capacidad lingüística, práxica y gnósica. A 
nivel conductual los pacientes desarrollan trastornos del humor 
como depresión, ansiedad y trastornos psicóticos. Pueden presentar 
también, según el estado evolutivo, episodios de agitación y de 
pérdida de actividad e iniciativa. El paciente progresa a un estado de 
mutismo e inmovilidad pudiendo llegar a una total desconexión con 
el medio e incapaz de controlar sus funciones fisiológicas más 
 17 
 
simples. La supervivencia media es de 8 años con gran variabilidad 
entre los pacientes (Alberca R y López-Pousa S, 2002). Es la causa más 
común de demencia en los ancianos (Gálvez-Vargas R y cols., 2000) 
constituyendo el 50-70% de las mismas (Ferri CP y cols., 2005). Su 
prevalencia, en aumento a causa del envejecimiento de la población, 
la convierte en un problema socio-sanitario y económico para los 
países desarrollados.  
En los últimos años se ha avanzado mucho en la comprensión 
de los fenómenos que suceden a nivel neuronal en esta enfermedad, 
aunque aún se está lejos de conocer la causa que la produce. Se sabe 
que existe una forma familiar, que supone un pequeño porcentaje de 
los casos (5-10%) y que se caracteriza por un inicio más precoz, y una 
forma esporádica más tardía, que es la más frecuente. También 
conocemos que existen diversos factores de riesgo tanto genéticos 
(como el alelo ε4 de la apolipoproteína E), como ambientales. 
Neuropatológicamente sabemos que existen lesiones 
intraneuronales (ovillos neurofibrilares) y extraneuronales (placas 
seniles), y cada vez comprendemos mejor el papel de fenómenos 
como el estrés oxidativo, la inflamación, alteraciones mitocondriales, 
etc. en la etiopatogenia de esta enfermedad. También sabemos que 
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las lesiones cerebrales preceden en el tiempo a los primeros 
síntomas clínicos (Schmitt FA y cols., 2000) por lo que gran parte de 
los esfuerzos en la actualidad se centran en encontrar marcadores 
precoces de la enfermedad. 
Posteriormente vamos a describir con más detalle los 
aspectos aquí comentados. 
 
2.-  Epidemiología de la EA 
 El aumento de la esperanza de vida de la población en las 
últimas décadas, sobre todo en los países desarrollados, ha asociado 
un aumento paralelo de las enfermedades ligadas a la edad. Dentro 
de éstas, las demencias son las que mayor preocupación despiertan 
debido a que son la primera causa de incapacidad y muerte en las 
personas mayores y provocan unos gastos sanitarios 
desproporcionados (Boada M y cols., 1999; Newcomer RJ y cols., 
2005). La EA  está considerada como la principal causa de demencia 
y, según los últimos datos de la “Alzheimer’s Association”, es la sexta 
causa de muerte en Estados Unidos, la quinta entre las personas 
mayores de 65 años (Alzheimer’s Association, 2009). Los últimos 
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datos hablan de que actualmente existen más de 5 millones de 
personas afectadas de EA en Estados Unidos (Alzheimer’s 
Association, 2008), siendo la prevalencia del 5-10% en los mayores de 
64 años, y se espera que este número se cuadruplique en los 
próximos 50 años. En España existen entre 640.000 y 770.000 casos, 
siendo la prevalencia algo mayor en el norte y el oeste (Bermejo-
Pareja F, 2007). 
La incidencia muestra tasas entre 10 y 15 nuevos casos cada 
mil personas al año para la aparición de cualquier forma de demencia 
y entre 5-8 para la aparición de la EA (Bermejo-Pareja F y cols., 2008).  
La prevalencia aumenta con la edad duplicándose cada 5 
años a partir de los 60 años de edad (Figura 1), siendo del 1% entre 
los 60-65, del 4,3% a los 75 y del 28,5% a los 90 años (Launer LI y 







FIGURA 1. Aumento de la prevalencia de la EA con la edad. 
  
 
3.- Clínica y diagnóstico 
 3.1 Cuadro clínico:  
Distinguimos dos formas de EA según la edad de inicio de la 
sintomatología: 
-Una forma temprana o de inicio precoz de la EA de herencia 
autosómica dominante; comienza antes de los 65 años de edad y 
constituye el 5 al 10% de todos los casos.  
 








-Una forma tardía que  aparece después de los 65 años de 
edad y que es en su mayor parte esporádica, representa entre el 90 y 
95% de todos los casos. 
Como norma general, el debut de la enfermedad suelen ser 
fallos de memoria episódica, en relación con el predominio y 
precocidad de las lesiones a nivel temporal mesial. Este fallo de 
memoria en los estadios iniciales no va a repercutir en la 
funcionalidad del sujeto y esta fase es la que denominamos 
“deterioro cognitivo ligero” (Tabla 1). Este estadio es un reto para el 
profesional que va a tener que distinguir si se encuentra ante fallos 
normales del anciano o ante los síntomas prodrómicos de una 
demencia. Posteriormente se van añadiendo fallos ejecutivos, de 
lenguaje y visuoespaciales hasta llegar al síndrome clínico típico 
afaso-apraxo-agnósico que irá progresando hasta la desintegración 






CRITERIOS DIAGNÓSTICOS DE DETERIORO COGNITIVO 
LIGERO 
1- Queja de pérdida de memoria corroborada por un 
informador 
2- Función cognoscitiva general normal 
3- No existe alteración significativa de las actividades de 
la vida diaria. 
4- Afectación de la memoria: la puntuación en test de 
memoria inferior a 1.5 d.e. por debajo de la media de 
los controles 
5- No cumple los criterios DSM IV ni NINCDS-ADRDA 
para EA 
 
Tabla 1. Criterios diagnósticos para el deterioro cognitivo ligero (Petersen RC 
y cols., 2001) 
 
 El déficit de memoria o amnesia dificulta el aprendizaje de 
nuevos conceptos o tareas e imposibilita retener lo aprendido, lo que 
lleva al sujeto a repetir preguntas y a no recordar datos recientes 
fundamentales para su actividad diaria, mientras que el recuerdo de 
los hechos antiguos está mejor conservado. La afectación del 
lenguaje más frecuente encontrada en estos pacientes es la de una 
afasia anómica fluente, en la cual el sujeto tiene dificultad para 
encontrar las palabras pero la sintaxis se conserva. Existe de forma 
precoz una desorientación temporal mientras que la desorientación 
espacial aparece más tardíamente. El deterioro de las capacidades 
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visuoespaciales y el desconocimiento del déficit cognitivo por parte 
del paciente (anosognosia) son síntomas comunes (Alberca R y López-
Pousa S, 2002).  
Además de síntomas cognitivos es  muy frecuente la 
aparición de síntomas conductuales (Saz P y cols., 2009): cambios de 
personalidad, entre los que la apatía es la más frecuente, aunque 
también puede existir irritabilidad, suspicacia, etc.; trastornos del 
humor como depresión y ansiedad, muy frecuentes al inicio del 
proceso; trastornos psicóticos y agitación. Como norma general, la 
depresión y ansiedad son más comunes en los estadios iniciales y la 
agitación y psicosis son características de las fases avanzadas. Estos 
síntomas conductuales son de gran importancia ya que son la causa 
de la mayoría de ingresos en instituciones de los pacientes por 
claudicación familiar (Gaugler JE y cols., 2009). Además el 
tratamiento con antipsicóticos se asocia a una mayor velocidad del 
deterioro cognitivo y a un aumento de mortalidad (Schneider LS y 
cols., 2006).  
Según el déficit cognitivo existente, los trastornos 
conductuales y la afectación en la funcionalidad del sujeto, existen 
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distintos estadios que se pueden estratificar con diferentes escalas 
clínicas como la Escala Global de Deterioro de Reisberg (GDS)  
(Reisberg B y cols., 1982. Anexo 1): 
-Deterioro cognitivo ligero (GDS 2-3): fallos leves sin afectación en la 
capacidad funcional, puede existir depresión o ansiedad.  
-Demencia grado leve (GDS 4): fallos en actividades complejas como 
manejo del dinero, cocinar…  
-Demencia grado moderado (GDS 5-6): existe afectación de la 
capacidad para llevar a cabo actividades instrumentales y básicas de 
la vida diaria, alteraciones conductuales más importantes (ideas 
delirantes, agitación, insomnio, depresión…) 
-Demencia grado severo (GDS 7): precisan supervisión constante, 







3.2 Criterios diagnósticos: 
 El diagnóstico es fundamentalmente clínico y de exclusión de 
otras enfermedades que puedan simular una demencia, por lo que es 
fundamental realizar una analítica completa para descartar 
alteraciones tiroideas, déficit de vitamina B12 y ácido fólico. También 
será necesario realizar serologías para descartar neurolúes y una 
prueba de imagen cerebral, como la tomografía axial computarizada 
(TAC) o la resonancia nuclear magnética (RNM) para descartar 
lesiones ocupantes de espacio, hidrocefalia normopresiva, lesiones 
vasculares… Además la RNM nos puede ayudar aportando datos 
indirectos como la existencia de atrofia de los hipocampos o un 
patrón de atrofia cortical parieto-temporal (Henneman WJ y cols., 
2009; Desikan RS y cols., 2008). También deberemos tener en cuenta 
que una depresión en las personas ancianas puede simular una 
demencia, situación algo compleja ya que la EA puede asociar 
síntomas depresivos sobre todo al inicio de la enfermedad (Amieva H 
y cols., 2008). 
 Los criterios diagnósticos utilizados para determinar la 
existencia de demencia tipo Alzheimer son los expuestos en la cuarta 
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edición del «Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders of 
the American Psychiatric Association» (DSM-IV) (Moser M, 1994) y 
requiere el desarrollo de múltiples deficiencias cognitivas: 
 Deterioro de memoria 
 Al menos una alteración cognitiva:  
− afasia 
− apraxia  
− agnosia 
− alteración en funciones ejecutivas 
 Deterioro en la esfera social u ocupacional y un deterioro de 
un nivel previo de la actividad habitual. 
 Inicio gradual y un deterioro cognitivo progresivo.  
 Ausencia de otras condiciones que causen fallos progresivos 
de memoria y cognitivas o que se conocen como una causa 
de demencia. 
 Las alteraciones no se desarrollan durante el curso del delirio. 




 No existen criterios de consenso universal para el 
diagnóstico de la EA. Sin embargo la mayoría de profesionales han 
aceptado los criterios establecidos por «United Status National 
Institute for Communicative Disorders and Stroke» y «The 
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association» (NINCDS-
ADRDA) (Mckhann G y cols., 1984; Tierney MC y cols., 1988). Los 
criterios de NINCDS-ADRDA son similares a los de la tercera edición 
del DSM (American Psychiatric Association, 1987), con la excepción 
de que no se requiere un deterioro en la actividad funcional diaria 
para el diagnóstico. El informe define demencia como la disminución 
de memoria y otras funciones cognitivas comparadas al nivel previo 
de función del paciente, determinado por anormalidades observadas 
en examen clínico y pruebas neuropsicológicas. 
Pueden ayudar o apoyar al diagnóstico pruebas más 
funcionales que nos van a hablar del metabolismo de las distintas 
áreas cerebrales como son el SPECT y el PET cerebral, que medirán la 
cantidad de flujo sanguíneo o el consumo de glucosa 
respectivamente, siendo sugestivo de EA un patrón de hipocaptación 




En casos seleccionados se pueden realizar análisis de líquido 
cefalorraquídeo (LCR) en los que encontraremos aumento de la 
proteína tau junto con disminución de la proteína beta-amiloide 42 
(Aβ) (Andreasen N y cols., 2001) 
La seguridad diagnóstica continúa dependiendo de la 
confirmación neuropatológica de las lesiones características de la EA 
(placas seniles y ovillos neurofibrilares) de amplia distribución 
(Hyman BY y Trojanowski JK, 1997). 
 
4.- Etiología y patogenia. 
 4.1 Factores de riesgo: 
Actualmente se desconoce la etiología exacta de la EA. 
Gracias a estudios epidemiológicos conocemos algunos factores de 
riesgo que pueden influir, entre los cuales la edad y los antecedentes 
familiares de demencia son los más fuertemente asociados a la EA 
(Zavaloni M y van Reekum R, 2006). Actualmente se tiende a 
considerar a la EA como una enfermedad multifactorial en la que 
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influirán tanto  factores genéticos como ambientales (Zawia NH y 
cols., 2009). 
-Factores genéticos: Conocemos mutaciones genéticas 
determinantes,  responsables de la EA familiar o de inicio precoz y 
mutaciones predisponentes, que se comportan como un factor de 
susceptibilidad para padecer la enfermedad y que se comentarán 
más adelante. El tener un familiar de primer grado afectado es uno 
de los mayores factores de riesgo. Alrededor de un 40% de los 
sujetos con EA tienen un antecedente familiar de demencia, que 
alcanza el 50% si los afectados son muy longevos (85-90 años). Existe 
un mayor riesgo de padecer demencia (entre dos y siete veces) entre 
los familiares de los afectados con EA, sobre todo, en casos con 
comienzo antes de los 70 años (Goldman JS y cols., 2004). 
-Factores fisiológicos: Se dan estimaciones de prevalencia de 
EA mayores entre las mujeres que entre los hombres (2:1), aunque 
probablemente esto pueda deberse más a una mayor expectativa de 
vida que a factores de riesgo específicos relacionados con el sexo 
(Hebert LE y cols., 2001). Por el contrario, se ha demostrado que los 
estrógenos poseen una capacidad protectora en las mujeres 
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premenopáusicas, ya que los estrógenos influyen sobre las enzimas 
colinérgicas y el factor de crecimiento neuronal y, además, actúan 
como antioxidantes (Kolsch H y Rao ML, 2002). 
La influencia de los factores de riesgo vascular ha sido 
estudiada ampliamente y parece existir mayor riesgo de EA en los 
sujetos con hipertensión arterial, diabetes Mellitus o lesiones 
vasculares cerebrales (Stampfer MJ, 2006; Lithell H y cols., 2003). 
-Factores ambientales: factores adicionales que pueden tener 
un papel en la patogenia de la EA incluyen agentes infecciosos no 
identificados, edad de los padres, pacientes que recibieron 
circulación extracorpórea, trauma craneal (Fleminger S y cols., 2003), 
disfunción tiroidea, adicción al tabaco, educación (Zavaloni M y van 
Reekum R, 2006) y exposición al aluminio. Estudios epidemiológicos y 
clínicos de estos factores demostraron datos muy contradictorios, y 






4.2 Anatomía patológica: 
Las lesiones patológicas cerebrales más importantes son los 
ovillos neurofibrilares o degeneración neurofibrilar, a nivel 
intracelular, y las placas seniles a nivel extracelular (Hardy J, 2006).  
4.2.1 Lesiones macroscópicas: 
Encontramos atrofia generalmente simétrica y difusa de los 
giros cerebrales que se evidencia en la disminución del espesor de las 
circunvoluciones, aumento en la profundidad de los surcos, dilatación 
del sistema ventricular y disminución del peso y volumen cerebral 
(existe una correlación negativa entre el peso del encéfalo y el 
tiempo de evolución de la enfermedad). La atrofia afecta con mayor 
frecuencia a los lóbulos temporales, pero también afecta a los 
lóbulos frontales, parietales u occipitales. Secciones a través de los 
hemisferios cerebrales revelan un adelgazamiento de la lámina 
cortical y dilatación simétrica del sistema ventricular. Los ganglios 
basales, diencéfalo, mesencéfalo, cerebelo y el tronco cerebral no 




Figura 2. Cambios macroscópicos cerebrales en la EA. 
4.2.2 Lesiones microscópicas: 
La composición de la degeneración neurofibrilar u ovillos 
neurofibrilares es compleja, está constituida por filamentos 
helicoidales dobles, los cuales están compuestos fundamentalmente 
por la proteína tau y neurofilamentos anormalmente fosforilados que 
corresponden a proteínas que forman parte del citoesqueleto 
neuronal normal (Cruz-Sánchez FF, 2000). Esta proteína tau en 
condiciones normales forma puentes entre los microtúbulos y 
estabiliza la tubulina, pero en su forma hiperfosforilada es muy 
insoluble y conduce a un ensamblaje y desensamblaje alterado de los 
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microtúbulos dando lugar a una alteración del transporte axonal, y 
consecuentemente a una disfunción y degeneración axonal. Los 
acúmulos de filamentos helicoidales dobles bloquean el transporte 
de organelas y proteínas en el citoplasma neuronal, en los axones y 
dendritas. Otros componentes de los ovillos neurofibrilares son la 
proteína Alz-50, neurofilamentos fosforilados, proteínas asociadas a 
microtúbulos, péptido Aβ, vicentina, actina y ubicuitina. Las regiones 
con más afectación son hipocampo, corteza entorrinal, neocórtex, 
complejo amigdalino y núcleos del prosencéfalo basal (Duyckaerts C y 
cols., 2009). 
Las placas seniles son lesiones del neuropilo de forma 
esferoidal y de 20-100µm de diámetro, están constituidas por una 
zona central de amiloide rodeada de neuritas distróficas y de algunas 
células gliales. Las neuritas distróficas son prolongaciones de distintas 
neuronas que confluyen en una misma placa. El componente 
fundamental del amiloide cerebral es el péptido beta-amiloide (Aβ), 
que procede de la proteína precursora del amiloide (APP). Otros 
componentes son mucopolisacáridos, α1-antiqimiotripsina, 
inmunoglobulinas, factores del complemento, fibrinógeno, 
apolipoproteína E (ApoE), presenilinas, aluminio y sílice. Las placas se 
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encuentran repartidas por todo el encéfalo, predominando en 
hipocampo, corteza entorrinal y neocórtex (Duyckaerts C y cols., 











También encontramos otro tipo de lesiones como angiopatía 
amiloide, degeneración granulovacuolar y cuerpos de Hirano, junto 
con pérdida neuronal, pérdida de sinapsis y atrofia cerebral. La 
 Figura 3. Lesiones 
microscópicas de la EA 
  A: placa senil.  





atrofia predomina en la corteza entorrinal y parahipocampal, 
seguidas de las cortezas frontal, temporal inferior, parietal y occipital. 
Estas lesiones se encuentran en mayor número inicialmente 
en hipocampo y amígdala  (Duyckaerts C y cols., 2009) y 
posteriormente en las regiones de asociación de la corteza cerebral y 
en el lóbulo temporal medial. El hipocampo y la corteza del lóbulo 
temporal están casi siempre afectados y muestran un patrón 
topográfico del progreso que fue utilizado para definir varias etapas 
histopatológicas tempranas y tardías de la EA (Braak H y Braak E, 
1991 y 1999): 
-Estadíos transentorrinos: Estadio I: afectación de las células 
de proyección específica de la región transentorrinal, en las 
profundidades del surco rinal. Estadio II: numerosos ovillos 
neurofibrilares y hilos del neuropilo en la región transentorrinal, y 
algunos adicionales en la región entorrinal. 
-Estadíos límbicos III y IV: importante destrucción de las capas 
entorrinales responsables de la transmisión de información entre la 
neocorteza y el hipocampo. En el estadio IV el proceso de destrucción 
se difunde desde la región entorrinal hacia la amígdala, el hipocampo 
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y especialmente hacia las áreas de asociación de la neocorteza 
temporal basal. 
-Estadíos neocorticales V y VI: destrucción severa de las áreas 
asociativas neocorticales, dejando solamente poco o nada afectados 
a los campos motores primarios, las áreas sensoriales primarias y sus 





Lo más característico es el descenso en la actividad 
colinérgica en el cerebro de los sujetos con EA. La reducción en 
acetilcolintransferasa es el doble de la pérdida neuronal esperada en 
la corteza. Las terminales colinérgicas presinápticas están 
particularmente afectadas (Mufson EJ y cols., 2008). También están 
afectadas las neuronas de proyección que producen transmisores 
monoamina, y neuronas corticales que producen glutamato, GABA, 
somatostatina, neuropéptido Y, factor liberador de corticotropina, 
sustancia P, y otros neuromoduladores. Existe una reducción en la 
actividad de neurotransmisor en los sistemas serotoninérgico, 
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noradrenérgico y dopaminérgico (Liu Y y cols., 2008). No hay una 
correlación entre el grado de demencia y las anormalidades del 
sistema transmisor monoaminérgico. También se ha hallado 
reducciones en receptores muscarínicos en el hipocampo y 
receptores de GABA en el núcleo caudado (Rissman RA y cols., 2007). 
 
4.3 Alzheimer genéticamente determinado: 
Pese a que cada vez conocemos más sobre esta enfermedad 
la etiología exacta sigue siendo un misterio. Sabemos que existe una 
forma esporádica de la enfermedad que aparece en edades tardías y 
una forma familiar de aparición más temprana y que constituyen el 
10% del total de casos de EA. En estas familias la enfermedad se 
transmite con patrón autosómico dominante y la mayoría de ellas 
presenta mutaciones en los tres genes localizados en los cromosomas 
21, 14 y 1 (Hardy JA y cols., 1989; Schellenberg GD y cols., 1992; 






Tabla 2. Genes implicados en la EA familiar 
CROMOSOMA GEN PROTEINA EDAD INICIO 




14 S182 Presenilina 1 35-55 
1 STM-2 Presenilina 2 54 
 
También en el Síndrome de Down, en el cual existe una 
trisomía del cromosoma 21, encontramos una presentación 
patológica similar y el desarrollo de la enfermedad. Además de estas 
mutaciones existen otros genes que actuarían como factor de riesgo 
para padecer la enfermedad, tanto la forma esporádica como la 
familiar,  como ser portador del alelo ε4 de la apolipoproteína E y del 






4.4 Proteólisis de la APP: 
La proteína precursora del amiloide (APP) es una 
glicoproteína de membrana de entre 665 y 770 aminoácidos que 
contiene un extremo amino-termina, un dominio extracelular, un 
dominio transmembrana y un extremo intracitoplásmico. Su función 
en el organismo no es bien conocida, pero se piensa que puede 
intervenir en funciones de adhesión celular, regulación de 
membranas basales y actuación de citokinas, así como lugares de 
unión a zinc y a cobre, pudiendo tener propiedades antioxidantes y 
de protección frente a tóxicos externos; también se piensa que tiene 
un papel importante en la maduración del sistema nervioso central, 
la reparación y la plasticidad sináptica (Panegyres PK, 2001; Hoe HS y 
cols., 2009). Dicha proteína es metabolizada por las secretasas (α, β, 
γ) (Figura 4). La proteólisis por la α-secretasa daría como producto 
sustancias solubles  (vía no  amiloidótica) (Hoey SE y cols., 2009) 
mientras que la proteólisis por la β-secretasa seguida de la γ-
secretasa da lugar al péptido Aβ (vía amiloidótica) (Jorgensen AB y 
cols., 2009). Dicho péptido contiene en condiciones normales 40 
aminoácidos, pero una pequeña parte de ellos tienen dos 
aminoácidos extra. Es esta isoforma de 42 aminoácidos la que 
 40 
 
precipitaría en las placas seniles. La γ-secretasa es un complejo de 4 
moléculas cuya parte efectora es la presenilina.  
Cualquiera de las 3 mutaciones comentadas actuaría alterando el 
proceso de proteólisis de la proteína precursora del amiloide por las 
secretasas causando la hiperproducción de proteína Aβ de 42 
aminoácidos. 
Figura 4. Proteólisis de la APP (Nature  2004; Vol.  430)  
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4.5. Hipótesis etiológicas: la “cascada del amiloide” 
 El hecho de que el péptido Aβ sea el mayor componente de 
las placas seniles y el conocer que sujetos con mutaciones de la APP 
desarrollaban la enfermedad así como los sujetos con Síndrome de 
Down fueron las claves para desarrollar la hipótesis de la cascada del 
amiloide, hipótesis vigente en la actualidad (Figura 5). Se considera 
que el depósito de Aβ es causa de la neurotoxicidad que produce 
pérdida sináptica y muerte neuronal. Esta creencia se basa en 
estudios in vitro donde la adicción de Aβ fibrilar producía 
neurotoxicidad (Lorenzo A y cols., 2000) o alteración en la función 
mitocondrial (Fang F y Liu GT, 2009) o en la homeostasis del calcio. El 
mecanismo por el cual el péptido Aβ resulta tóxico para la célula, la 
causa de la formación de los ovillos neurofibrilares, si las placas 
seniles son la causa inicial o la consecuencia final del proceso o el 
porqué de la alteración del metabolismo amiloideo en la EA 
esporádica son preguntas todavía sin respuesta. 
Hallazgos recientes muestran que el péptido Aβ también 
puede encontrarse en el espacio intracelular en cantidades que 
resultan tóxicas para la célula. Estos estudios demuestran una 
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acumulación intracelular previa al depósito extracelular en forma de 
oligómeros o prefibrillas, lo cual ha hecho que cada vez sea mayor el 
número de investigadores que postulan que el péptido también 
ejerce su efecto tóxico desde el interior (Wirths O y cols., 2004). El 
mecanismo por el cual el péptido Aβ resulta tóxico en el interior de la 
célula no está claro hasta el momento, aunque hay evidencias de que 
podría producir muerte neuronal por apoptosis (Ankarcrona M y 
Winblad B, 2005). Parece que la mitocondria juega un papel 
importante en este sentido, ya que se ha visto que las mitocondrias 
cerebrales de enfermos de EA presentan alteraciones que no se 
demuestran en los individuos control. Experimentos del grupo de 
Viña y cols. han demostrado que el péptido Aβ induce un aumento de 
la producción de radicales libres en mitocondrias aisladas y que 
además, induce la agregación mitocondrial y la salida de citocromo C 
de la mitocondria, ambas señales apoptogénicas (Lloret A y cols., 
2008). Estos hallazgos están en consonancia con resultados del grupo 
de la Dra. Oliveira que demuestran que la toxicidad del péptido Aβ 
requiere mitocondrias intactas y que la apoptosis asociada a la 
toxicidad del péptido Aβ requiere mitocondrias funcionales (Morais 
Cardoso S y cols., 2002). Además se ha comprobado que la toxicidad 
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del péptido sobre las mitocondrias se produce por su unión con la 
alcohol deshidrogenasa (Lustbader JW y cols., 2004) y que cuando se 
inhibe esta unión se suprime la apoptosis y la generación de radicales 
libres.  
Existen muchas otras teorías sobre la etiopatogenia de esta 
enfermedad. Se postula que el estrés oxidativo y la inflamación 
pueden ser el paso inicial o intermedio hacia el daño neuronal. Otros 
grupos apoyan que el defecto inicial es la alteración de la proteína 
tau (Kwok JB y cols., 2008) ya que existen estudios que demuestran 
una correlación entre taupatía y clínica en la EA, correlación que no 
ocurre con las placas seniles (Nelson PT y cols., 2007).  
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Fallos en el aclaramiento de Aβ 
(ApoE, fallos en la degradación…) 
Aumento progresivo de niveles de Aβ  
Disfunción sináptica generalizada y muerte neuronal, déficit neurotransmisores 
EA familiar 
Mutaciones en APP y presenilinas 
Aumento de producción  Aβ 
EA esporádico 
Acúmulo y oligomerización de Aβ en áreas límbicas y corteza asociativa 
Sutil efecto de oligómeros de Aβ sobre la eficacia sináptica 
Depósito gradual de Aβ en placas difusas 
Activación microglial y astrocítica y respuesta inflamatoria 
Alteración de la homeostasis iónica neuronal; daño oxidativo 
Alteración del equilibrio kinasa/fosfatasa, producción de ovillos 
DEMENCIA       
Figura 5. Cascada del Amiloide. 
 
 
4.6  Otras hipótesis: la hiperfosforilación de la proteína tau: 
 Existen diversas lagunas en la teoría del amiloide como por 
ejemplo que la EA asociada a mutaciones de la APP o presenilinas son 
una minoría y que la mayor parte de enfermos (EA esporádica) no 
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presentan dichas mutaciones. Es conocido que muchos ancianos 
tienen criterios anatomopatológicos de EA con gran cantidad de 
placas en el cerebro y que sin embargo clínicamente no presentaron 
deterioro cognitivo. Como hemos comentado con anterioridad, la 
gravedad clínica parece correlacionarse con la cantidad de ovillos 
neurofibrilares más que con la cantidad de placas. Además todavía 
queda por aclarar cómo el péptido Aβ produce la hiperfosforilación 
de la proteína tau. Es por esto que muchos autores intentan 
encontrar explicaciones etiopatogénicas alternativas que sustituyan o 
completen la hipótesis amiloidea. Entre estas líneas de investigación 
son cada vez más interesantes las que se centran en comprender 
cómo se produce la hiperfosforilación de la proteína tau y su posible 
relación con el depósito de Aβ. Cada vez se está avanzando más en 
este campo y son varias enzimas las que están en el punto de mira. 
 La Glucógeno sintasa kinasa 3 (GSK3) es una kinasa que se 
encuentra implicada en gran variedad de procesos celulares como el 
metabolismo del glucógeno (Welsh GI y Proud CG, 1993), 
transcripción genética (Troussard AA y cols., 1999), apoptosis 
(Turenne GA y Price BD, 2001) y estabilidad del citoesqueleto 
(Anderton BH y cols., 2001).  Estudios recientes ponen de manifiesto 
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que  GSK3 interviene en la hiperfosforilación de la proteína tau (Asuni 
AA y cols., 2006), el deterioro cognitivo, el aumento de producción de 
Aβ (Phiel CJ y cols., 2003) y en la respuesta inflamatoria. También se 
relaciona con la disminución de síntesis de acetilcolina (Hoshi M y 
cols., 1996). Se ha encontrado GSK3 en las neuritas distróficas y en 
los ovillos neurofibrilares (Ishizawa T y cols., 2003), además de un 
aumento de su actividad en la corteza frontal de los sujetos con EA 
(Blalock EM y cols., 2004). A nivel periférico se ha encontrado un 
aumento de la expresión de este enzima en los linfocitos de sujetos 
con EA y deterioro cognitivo ligero (Hye A y cols., 2005). Todos estos 
hallazgos sugieren que la actividad de GSK3 se encuentra 
incrementada en la EA. Estudios recientes han relacionado la 
inhibición de GSK3 con la inducción de potenciación a largo plazo en 
ratones (Hooper C y cols., 2007). La potenciación a largo plazo es la 
sinaptogénesis que se produce en las neuronas como respuesta a un 
estímulo y que lleva asociado un aprendizaje; este fenómeno se 
considera la base de la memoria (Thompson SM y Mattison HA, 
2009).  
Se ha demostrado in vitro y en ratones transgénicos que GSK3 induce 
la hiperfosforilación de la proteína tau (Lucas JJ y cols., 2001). 
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También existen estudios que demuestran que GSK3 aumenta la 
producción de Aβ (Adachi A y cols., 2009), así como también Aβ 
aumenta la actividad de GSK3 en cultivos neuronales (Alvarez G y 
cols., 1999). 
 Otra enzima muy estudiada en relación a la hiperfosforilación 
de la tau es la proteína reguladora de la calcineurina (RCAN 1). Esta 
enzima es la encargada de inhibir la calcineurina  o proteína fosfatasa 
2B (Kingsbury TJ y Cunningham KW, 2000), una fosfatasa 
dependiente de calcio muy abundante en el cerebro con acciones 
antagónicas a múltiples kinasas como la GSK3 en la regulación de la 
fosforilación/defosforilación de proteínas, entre ellas la proteína tau. 
Además RCAN1 es capaz de inducir a GSK3, por tanto la 
sobreexpresión de esta enzima aumentará la hiperfosforilación de 
tau al inhibir la calcineurina y estimular a GSK3 (Ermak G y cols., 
2006). Otro dato importante es que el gen que codifica RCAN1 es un 
gen capaz de inducirse ante el estrés oxidativo (Leahy KP y cols., 
1999), que sabemos que se encuentra aumentado en la EA. También 
es interesante que el gen que codifica RCAN1 se encuentra en el 
cromosoma 21, y que se ha relacionado con la enfermedad de Down 
(Rothermel B y cols., 2000). Se conoce que tanto la transcripción 
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genética como la cantidad de proteína están incrementadas en los 
cerebros con EA (Cook CN y cols., 2005) y además se sabe que la 
sobreexpresión de dicha enzima en cultivos neuronales produce 
agregación de microtúbulos y alteración sináptica (Ma H y cols., 
2004). 
Por tanto, con todos estos datos podemos hipotetizar que el 
depósito de Aβ, a través del aumento del estrés oxidativo, produciría 
una sobreexpresión de la proteína RCAN1 que inhibiría a calcineurina 
y activaría a GSK3, lo que daría como consecuencia la 
hiperfosforilación de la proteína tau (Figura 6) 
Figura 6: Fosforilación de la proteína tau 
Aβ 















5.- Estrés oxidativo y la Enfermedad de Alzheimer. 
5.1 Radicales libres:  
Un radical libre es una molécula o fragmento de molécula 
que contiene uno o más electrones desapareados en su orbital 
externo. Debido a su gran reactividad tiene una vida media del orden 
de milisegundos y se encuentran implicados en el inicio y desarrollo 
de diversas enfermedades. En el medio biológico, los radicales libres 
son compuestos generalmente oxigenados y se consideran 
responsables del daño oxidativo de macromoléculas biológicas como 
el ADN, lípidos, carbohidratos y proteínas (Halliwell B, 1996; Sies H y 
De Groot H, 1993). Los radicales libres más importantes en biología 
humana son el superóxido (O2
-), el hidroxilo (OH-) y el óxido nítrico 
(NO-). Se les implica en muchos procesos patológicos como 
enfermedades neoplásicas (Kohchi C y cols., 2009), la diabetes (Desco 
MC y cols., 2002), la patología cardiovascular (Fearon IM y Faux SP, 
2009), etc. así como en procesos neurodegenerativos como la EA 
(Gella A y cols., 2009). Además también están implicados en procesos 
fisiológicos como el envejecimiento (Sastre J y cols., 2000) o el daño 
causado por el ejercicio agotador (Viña J y cols., 2000). Las especies 
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reactivas del oxígeno pueden tener un origen exógeno (dieta, humo 
del tabaco, contaminación, ozono, etc.) o endógeno. Algunas de ellas 
son reacciones secundarias no deseadas entre las biomoléculas o en 
la detoxificación de xenobióticos, pero otras  se generan in vivo con 
un fin determinado como en el caso de los fagocitos activados que 
producen O2 y H2O2. (Halliwell B, 1991) 
 
5.2 Teoría del estrés oxidativo: 
El estrés oxidativo se define como una alteración del 
equilibrio entre las especies prooxidantes y las antioxidantes a favor 
de las primeras (Sies H, 1986). La formación de cierta cantidad de 
radicales libres es un proceso normal como producto de infinidad de 
reacciones químicas imprescindibles para la vida celular (Slater TF, 
1984). Dichos radicales no son dañinos en condiciones normales ya 
que la célula está provista de gran cantidad de mecanismos 
antioxidantes. Cuando la capacidad de los mecanismos antioxidantes 




De los principales tipos de biomoléculas, los lípidos, y sobre 
todo los ácidos grasos poliinsaturados, son los más susceptibles de 
ser atacados por radicales libres (Cheeseman KH, 1993) ya que un 
solo ataque por un radical libre produce una reacción en cadena que 
da lugar a la formación de un gran número de productos de oxidación 
como malondialdehido y 4-hidroxinonenal e hidrocarburos de cadena 
corta (Freeman BA y Crapo JD, 1982). Muchos de los aldehídos 
reaccionan rápidamente con los componentes celulares causando 
mutaciones en el DNA y produciendo daños estructurales y 
funcionales al reaccionar con proteínas (Frei B, 1994). La 
peroxidación lipídica se considera como un factor muy importante en 
el envejecimiento celular (Lippman RD, 1985). 
Todos los aminoácidos presentes en las proteínas tienen 
residuos susceptibles de ser atacados por los radicales libres. Esta 
oxidación puede dar lugar a un cambio conformacional de la proteína 
y por tanto a una pérdida o modificación de su función biológica 
(Stadman ER, 1992). 
El ADN también es susceptible de daño oxidativo en todos sus 
componentes. Cuando la replicación del ADN dañado tiene lugar 
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antes de la reparación o cuando se repara de forma incorrecta tiene 
lugar una mutación (Breen AP y Murphy JA, 1995). 
Los glúcidos reaccionan con facilidad con los radicales 
hidroxilo. Por ello se ha observado que diversos polisacáridos actúan 
como protectores celulares (Albertini R y cols., 1996). El daño 
oxidativo a los glúcidos reviste importancia cuando se trata de 
polisacáridos de función estructural, ya que da lugar a procesos 
degenerativos. 
 
5.3. Indicadores de estrés oxidativo: 
Dada la importancia del daño que el estrés oxidativo puede 
producir en las células y en el organismo, se ha intentado encontrar 
formas de medirlo. Entre los indicadores propuestos los más 
relevantes son el cociente glutatión oxidado/glutatión reducido 
(GSSG/GSH) como indicador de daño oxidativo en el citosol, el 
malondialdehido (MDA) y el hidroxinonenal como indicadores de 
daño a los lípidos, 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina como indicador de 
daño de ADN y grupos carbonilo en proteínas y 2-oxohistidina como 
daño en proteínas (Hageman HH y cols., 1992). 
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-Cociente GSSG/GSH: el glutatión (γ-glutamil cisteinil glicina) 
es un tripéptido de gran importancia en la protección antioxidante de 
las células (Viña J, 1990). El grupo activo es el sulfhidrilo del residuo 
de cisteína, por lo que el glutatión puede ejercer su papel protector 
cuando se presenta en su forma reducida (GSH). Dos moléculas de 
GSH pueden oxidarse cediendo un electrón cada una y combinándose 
entre sí dando lugar a la forma disulfuro (GSSG). Por ello un indicador 
característico de estrés oxidativo es el aumento del ratio GSSG/GSH 
(Sies H, 1986). La determinación de dicho gradiente tiene 
importantes problemas metodológicos ya que pequeñas oxidaciones 
de GSH suponen un aumento muy importante de GSSG. En el 
laboratorio del Dr. Viña se ha puesto a punto un método que evita 
estas oxidaciones de GSH (Asensi M y cols., 1994) y que serán 
comentadas en el apartado de Métodos. 
-Malondialdehido (MDA) e hidroxinonenal: la degradación de 
los lipoperóxidos da lugar a la formación de gran variedad de 
aldehídos, los más empleados para medir el daño oxidativo a lípidos 
son el MDA e hidroxinonenal. Existen descritos varios métodos para 
la medición de MDA siendo el más específico el que separa por 
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cromatografía líquida de alta resolución el MDA de otras sustancias 
que puedan interferir en la determinación (Knight JA y cols., 1988). 
 
5.4. Antioxidantes: 
El organismo posee una serie de sistemas antioxidantes 
enzimáticos y no enzimáticos para neutralizar la acción de los 
radicales libres. Pueden actuar previniendo la formación de radicales 
libres o interceptando el ataque de los mismos, secuestrando 
metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas más estables, 
amplificando la resistencia de las dianas biológicas sensibles al 
ataque de los radicales, facilitando la reparación o manteniendo un 
ambiente favorable para la actuación de otros antioxidantes. 
Como antioxidantes enzimáticos más importantes tenemos: 
-Superóxido dismutasa (SOD): cataliza la reacción que 
transforma el radical superóxido en peróxido de hidrógeno (McCord 
JM y Fridovich I, 1969): 
O2
- + O2
-  +   2H+                                              
SOD                                         
H2O2   +  O2 
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Hay descritas cuatro formas diferentes de SOD (Fridovich I, 
1974) según el grupo prostético metálico ligado al enzima: una que 
contiene cobre y zinc (Cu-Zn SOD) que se encuentra principalmente 
en el citosol y espacio intermembranoso mitocondrial. Otras dos 
SODs que contienen manganeso (Mn SOD) una de las cuales se 
encuentra en la matriz mitocondrial y el citosol (Weisger RA y 
Fridovich I, 1973; Fridovich I, 1986) y la otra aislada en bacterias 
(Vance PG y cols., 1972). El cuarto tipo contiene hierro y se ha 
encontrado en la bacteria E coli (Yost FJ y Fridovich I, 1973). Este 
enzima es una de las primeras líneas de defensa celular. 
-Glutatión peroxidasa: convierte el peróxido de hidrógeno y 
los peróxidos de lípidos en moléculas inocuas (Chance B y cols., 1979) 
utilizando el glutatión reducido como dador de equivalentes 
reductores. La mayor parte de su actividad se encuentra en el citosol 
aunque también está presente en la matriz mitocondrial (Ketterer B, 
1986). 
-Catalasa: elimina peróxido de hidrógeno dando lugar a agua 
y oxígeno (Chance B y cols., 1979). 
2 H2O2                        CATALASA                             2 H2O   +     O2     
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Este enzima se encuentra fundamentalmente en los 
peroxisomas y en menor medida en mitocondrias y citosol (Tolbert 
NE, 1981). 
-Enzimas de síntesis del glutatión: Este metabolito se sintetiza 
en 2 reacciones dependientes de adenosina trifosfato (ATP). En la 
reacción de la γ-glutamil cisteil sintetasa (γ-GCS) se forma un 
dipéptido a partir del ácido glutámico y la cisteína, y en el segundo 
paso actúa la glutatión sintetasa (GS), la cual agrega  glicina al 
dipéptido γ-glutamilcisteína (Meister A y Tate SS, 1976). La γ-glutamil 
cisteil sintetasa, o también glutamato cistein ligasa (GCL) es un 
enzima compuesto por una subunidad catalítica (GCLC) y otra 
moduladora (GCLM). La subunidad catalítica constituye la actividad 
enzimática mientras que la moduladora incrementa la eficiencia 
catalítica de la GCLC. 
 
Dentro de los antioxidantes no enzimáticos tenemos:  
-Glutatión: el sistema glutatión-glutatión peroxidasa-
glutatión reductasa es uno de los principales mecanismos protectores 
de la célula frente al estrés oxidativo (Sies H, 1986). Además 
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interviene en la síntesis de ADN y de proteínas (Holmgren A, 1989; 
Ochoa S, 1983), detoxificación de xenobióticos (Orrenius S y Moldeus 
P, 1984), modulación de actividades enzimáticas (Pajares MA y cols., 
1992), homeostasis del calcio (Bellomo C y cols., 1982) y regulación 
de la proliferación celular (Terradez P y cols., 1993).  
-Otros: vitamina C, vitamina E, carotenoides, flavonoides… 
 
5.5. Estrés oxidativo en la EA: 
Numerosos estudios ponen de manifiesto que el estrés 
oxidativo se encuentra en estrecha relación con la EA. De hecho 
encontramos mayor daño oxidativo en ADN (Gabbita SP y cols., 2001; 
Mecocci P y cols., 1994; Duker NJ y cols., 2001), proteínas (Hensley K 
y cols., 1995; Butterfield DA y cols., 2001; Castegna A y cols., 2003)  y 
lípidos (Pratico D y cols., 2002; Montine TJ y cols., 1999) en el cerebro 
de los pacientes con EA, especialmente en las zonas cerebrales con 
mayor cantidad de acumulo de Aβ. 
En ratones transgénicos para el estudio de la EA se ha 
observado que la peroxidación lipídica precede a la formación de las 
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placas seniles (Pratico D y cols., 2001), lo que demuestra que el estrés 
oxidativo ocurre de forma muy precoz en la enfermedad. Hay 
estudios que demuestran aumento de MDA tanto en plasma como en 
eritrocitos (Polidori MC y Mecocci P, 2002; Bermejo P y cols., 1997), y 
se piensa que estas alteraciones ocurren en la fase presintomática de 
la enfermedad (Pratico  D y cols., 2002; Greilberger J y cols., 2008). 
También se ha observado un aumento de proteínas oxidadas a nivel 
plasmático (Conrad CC y cols., 2000; Choi J y cols., 2002).  Por tanto 
existe estrés oxidativo de forma muy precoz en estos sujetos y no 
sólo confinado al sistema nervioso central sino que también a nivel 
sistémico (Begni B y cols., 2004), lo que induce a pensar en la EA 
como una enfermedad sistémica en la cual las neuronas son las más 
perjudicadas debido a su especial susceptibilidad al estrés oxidativo y 
su falta de regeneración.  
Se han encontrado modificaciones indicativas de estrés 
oxidativo asociadas tanto a ovillos como a placas, lo cual daría una 
explicación bioquímica a la insolubilidad de las lesiones patológicas 
ya que favorecerían los entrecruzamientos proteicos (Smith MA y 
cols., 1996). De hecho se ha comprobado que la agregación del 
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péptido Aβ se produce con mayor facilidad en un ambiente ácido 
(Dyrks T y cols., 1992).  
El cerebro, y la neurona especialmente, parece ser 
particularmente vulnerable al ataque de los radicales libres por las 
siguientes razones: 
• Su contenido en glutatión es bajo y es relativamente 
deficiente en enzimas antioxidantes (Cooper AJ y Kristal BS, 
1997). 
• Sus membranas son ricas en ácidos grasos poliinsaturados 
susceptibles de sufrir peroxidación lipídica (Hazle JR y 
Williams EE, 1990). 
• El metabolismo cerebral requiere cantidades importantes 
de oxígeno  y determinadas zonas cerebrales son ricas en 
hierro. 
Existe evidencia de que el daño neuronal causado por el Aβ 
es mediado por radicales libres (Nelson VM y cols., 2009). 
Experimentos con cultivos neuronales a los que se añade Aβ 
demuestran que dicho péptido induce estrés oxidativo (Butterfield 
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DA y cols., 2002). También se ha demostrado que induce daño 
oxidativo del ADN mitocondrial (Zawia NH y cols., 2009) y que es 
capaz de desencadenar la muerte neuronal por apoptosis mediada 
por caspasa-3 y peróxido de hidrógeno (Vélez-Pardo C y cols., 2002). 
Además se conoce que el estrés oxidativo regula la producción de 
APP y Aβ (Frackowiak J y cols., 2009), indicando una relación 
feedback positiva entre el estrés oxidativo y los depósitos de Aβ. En 
ratones transgénicos de EA, con mutaciones en APP y en presenilina 
1, se ha visto aumento del daño oxidativo (Smith MA y cols., 1998; 
LaFontaine MA y cols., 2002). Existen datos que confirman una 
menor concentración en sangre de antioxidantes en los pacientes con 
EA (Pope SK y cols., 2003), así como de menor actividad de enzimas 
antioxidantes  (Casado A y cols., 2008). 
 
6.-  Apoptosis en la Enfermedad de Alzheimer. 
La apoptosis es una forma de muerte celular fisiológica que 
se ha conservado evolutivamente y que tiene una gran importancia 
para el desarrollo tisular y su homeostasis, ya que regula el número 
de células presente en un tejido (Zimmermann KC y Bonzon C, 2001).  
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Sin embargo, tanto su defecto como su exceso pueden ser 
perjudiciales, estando implicada en enfermedades como el cáncer, 
síndromes de inmunodeficiencia adquirida, enfermedades 
autoinmunes y neurodegenerativas (Zimmermann KC y Bonzon C, 
2001). El programa para la ejecución de la apoptosis se encuentra 
presente en virtualmente todas las células de los mamíferos y puede 
ser activado por estímulos tanto intracelulares como extracelulares 
(Ashkenazi A y Dixit VM, 1998; Green DR y Reed JC, 1998). Una vez 
activadas las vías que desencadenan el proceso apoptótico se ponen 
en marcha diferentes mecanismos bioquímicos (generación de 
especies oxidantes, activación de caspasas, liberación de moléculas 
pro-apoptóticas por parte de la mitocondria, cambios en la expresión 
de ciertos genes, aumento de la concentración intracelular de calcio) 
que inducen una serie de alteraciones morfológicas típicas de la 
apoptosis. Los cambios morfológicos más tempranos incluyen la 
condensación del citoplasma (Lockshin RA y Beaulaton J, 1981) y la 
condensación del núcleo; posteriormente se produce la disgregación 
del núcleo en varios fragmentos (Wyllie AH y Kerr JF, 1980). A 
continuación la célula se fragmenta en varios cuerpos rodeados por 
membrana (cuerpos apoptóticos). De esta forma, no se produce 
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liberación del contenido intracelular al medio extracelular, 
evitándose una posible reacción inflamatoria (Sheridan JW y Bishop 
CJ, 1981). Finalmente los cuerpos apoptóticos son fagocitados por las 
células vecinas. 
La llamada cascada de las caspasas es considerada como la 
principal vía de ejecución y control del programa apoptótico (Pop C y 
Salvesen GS, 2009). Las caspasas, cistein-proteasas específicas del 
aspartato, constituyen una familia de proteínas intracelulares en la 
que distinguimos dos subfamilias: caspasas que participan en 
reacciones inflamatorias y aquéllas implicadas en el proceso 
apoptótico (Nicholson DW y Thornberry NA,  1997). Dentro de esta 
subfamilia se encuentran aquellas caspasas que participan en la 
inducción de otras caspasas y mecanismos apoptóticos, denominadas 
caspasas iniciadoras (caspasa-2, -8, -9 y -10), y aquéllas que 
participan en la ejecución del programa apoptótico, denominadas 
caspasas efectoras (caspasa-3, -6 y -7). La inducción de la apoptosis, 
tanto por una vía extrínseca como por una intrínseca, conlleva la 
activación de las caspasas iniciadoras. Las caspasas iniciadoras 
activan a las caspasas efectoras, que son las responsables de los 
cambios morfológicos y bioquímicos asociados a la muerte celular 
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por apoptosis. En definitiva, las caspasas pueden ser consideradas 
moléculas trasductoras de señales que comunican tanto los 
receptores de membrana como los eventos mitocondriales con los 
acontecimientos citosólicos y nucleares de la apoptosis. 
De una manera general, puede hablarse de vías extrínsecas 
de iniciación de la apoptosis y de vías intrínsecas, atendiendo a los 
estímulos y mecanismos mediante los que se induce el proceso de 
muerte celular (Ashe PC y Berry MD, 2003). En la vía extrínseca la 
inducción a la apoptosis se produce como consecuencia de la acción 
de estímulos extracelulares, que pueden actuar de una manera 
inespecífica o específica, uniéndose en la membrana celular a 
determinados receptores denominados “receptores de muerte” 
(CD95 o Apo1/Fas) que interactúan con las caspasas de iniciación 
para activar el mecanismo de la apoptosis. En la vía intrínseca se 
inicia la apoptosis como consecuencia de una alteración en la 
homeostasis intracelular. En esta vía la mitocondria juega un papel 
importante, por lo que la vía intrínseca también se denomina vía 
mitocondrial de la apoptosis (Zimmermann KC y Bonzon C, 2001; 
Ashe PC y Berry MD, 2003). Ciertos estímulos que actúan sobre la 
mitocondria pueden desembocar en la liberación de moléculas que 
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cuando se encuentran en el citosol adquieren comportamiento 
proapoptótico (Kroemer G, 2003). Especialmente resulta interesante 
la liberación al citosol del citocromo C, ya que éste participa en la 
formación de una estructura citosólica denominada apoptosoma, 
formada por el propio citocromo C, la proteína Apaf-1, dATP y 
procaspasa-9. El apoptosoma es un potente activador de caspasas, de 
modo que puede considerarse que actúa como enlace entre las 
señales iniciadoras de apoptosis que actúan sobre la mitocondria y la 
cascada de las caspasas (Cain K y Bratton SB, 2002). 
Un número creciente de publicaciones señalan que los 
radicales libres, especialmente aquéllos producidos en la 
mitocondria, participan activamente en los procesos de muerte 
celular actuando como inductores de la respuesta apoptótica al 
participar en la fase inductora de la misma (Fleury C y Mignotte B, 
2002).  
De un modo general, puede establecerse un modelo de 
apoptosis inducida por agentes oxidantes en el que al actuar éstos 
sobre la mitocondria y afectar a los componentes de la cadena de 
transporte electrónico mitocondrial, promueven una disminución en 
el potencial de membrana mitocondrial y una pérdida de control 
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sobre los fenómenos de permeabilidad mitocondrial, lo que permite 
la salida al citosol de proteínas mitocondriales proapotóticas, 
especialmente del citocromo C, que una vez en el citosol da lugar al 
apoptosoma, lo que se traduce en la activación de las caspasas 
(Fleury C y Mignotte B, 2002). 
Se considera de forma general que la muerte neuronal en la 
EA se produce a través del mecanismo de la apoptosis. Esta apoptosis 
se produciría por la activación de la vía intrínseca o mitocondrial al 
producir el péptido Aβ un daño mitocondrial bien directamente o 
bien a través del aumento de radicales libres. La mitocondria liberaría 
sustancias proapoptóticas como el citocromo C que iniciaría la 
cascada de activación de las caspasas (Camins A y cols., 2008; 
Takuma K y cols.,  2005).  
El APP ha sido identificado como sustrato específico para la 
caspasa-3, lo cual fue demostrado in vitro al procesar células con 
APP, a las cuales le adicionaron caspasa-3. Se demostró que dichas 
células producían mayor cantidad de Aβ. Además, se ha comprobado 
las neuronas del cerebro de pacientes con EA, tienen niveles 
incrementados de caspasa-3, además de encontrarse APP y caspasa-3 
en las placas seniles (Gervais FG y cols., 1999). Por tanto en la EA se 
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produciría activación de la apoptosis por alteración mitocondrial, 
producción de radicales libre, etc. Se activarían las caspasas 
iniciadoras y éstas a las efectoras, entre ellas la caspasa-3 la cual 
produciría la proteólisis del APP favoreciendo la producción de Aβ 
que de nuevo pondría en marcha el mecanismo de la apoptosis, 
creándose así un ciclo de autoperpetuación. 
 
 
Figura 7. Apoptosis en la EA 
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7. - Apolipoproteína E y su relación con la EA. 
 La apolipoproteína E (ApoE) es un polipéptido glicosilado de 
36-37 kDa y 299 aminoácidos que forma parte de varias lipoproteínas 
como los quilomicrones, lipoproteínas de muy baja densidad y 
lipoproteínas de alta densidad (Lehninger AL y cols., 1988). Lo 
podemos encontrar tanto en el plasma como en el líquido 
cefalorraquídeo. Su gen, en el brazo largo del cromosoma 19, 
presenta 3 isoformas: ε2, 3 y 4 que dan lugar a 3 genotipos 
homocigotos (4/4, 3/3, 2/2) y tres heterocigotos (4/3, 4/2, 3/2). Las 
distintas isoformas se distinguen por presentar cambio de cistina a 
arginina en las localizaciones 112 y 158 (ε2: 112 cys-158 cys; ε3: 
112cys-158arg; ε4 112arg-158cys). 
 La ApoE juega un papel importante en el metabolismo 
lipídico facilitando el transporte de colesterol entre las células 
(Poirier J y cols., 1993). A nivel del sistema nervioso, la muerte 
neuronal y la degeneración axonal lleva consigo la liberación de gran 
cantidad de lípidos y colesterol provenientes de las membranas 
celulares y la mielina. Los astrocitos, en el sistema nervioso central, y 
los macrófagos, en el periférico, responden a dichos insultos 
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sintetizando y liberando ApoE (Brown MS y Goldstein JL, 1986) que 
capta estos lípidos y los introduce dentro de las células donde es 
almacenado y posteriormente utilizado para la regeneración celular 
en el sistema nervioso periférico o reinervación en el central 
(sinaptogénesis) (Ignatius MJ y cols., 1986; Poirier J y cols., 1994).  
Experimentalmente se ha demostrado en ratones knock-out 
para ApoE que existe una pérdida de sinapsis y alteraciones 
dendríticas con la edad (Masliah E y cols., 1995).  















Ser portador de alelo ε4 de la ApoE se ha relacionado con un 
mayor riesgo de padecer EA tanto familiar como esporádica de inicio 
tardío (Poirier J y cols., 1996 y 1993; Saunders AM y cols., 1993;  
Corder EH y cols., 1995), siendo este riesgo mayor en los sujetos con 
dos alelos 4 que en los que solo son portadores de uno (Roses AD, 
1996). Este hecho sugiere que una alteración en la homeostasis 
lipídica podría jugar un papel importante en la EA. Además el ser 
portador de dicho alelo se relaciona con un mayor  acúmulo de 
placas de amiloide y ovillos neurofibrilares en los cerebros de los 
sujetos con EA (Tiraboschi P y cols., 2004). También se ha visto que se 
asocia a peor puntuación en test cognitivos en ancianos no dementes 
(Packard CJ y cols., 2007; Wetter SR y cols., 2005). 
 Existen diversas hipótesis que intentan explicar dicha 
asociación, una de ellas sería que la ApoE 4 influiría en la agregación 
de Aβ, de hecho se ha objetivado que la ApoE estimula la agregación 
de  Aβ in vitro (Castano EM y cols., 1995), y se ha observado un 
mayor número de placas seniles en cerebros de sujetos con ApoE 4 
(Corder EH y cols., 1995). Otra posible explicación sería que la ApoE 
tuviera propiedades antioxidantes y que la ApoE 4 sería una isoforma 
menos efectiva que las isoformas 2 y 3 (Miyata M y Smith JD, 1996). 
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También se sabe que la ApoE es vital para la producción de 
acetilcolina, neurotransmisor esencial para la función cognitiva, 
proporcionando los lípidos necesarios para su síntesis (Beffert U y 
cols., 1998), y se ha visto que su producción está significativamente 
reducida en los sujetos con EA que son portadores del alelo 4 de la 
ApoE (Soininen H y cols., 1995). 
 Los sujetos portadores del alelo 4 de la ApoE tendrían menor 
capacidad de sinaptogénesis haciendo a dicho cerebro más 
susceptible a las agresiones. También se ha demostrado que los 
ratones transgénicos deficientes en ApoE son más susceptibles a 
estrés oxidativo inducido por el péptido Aβ, a la activación de 
caspasas y a la disfunción mitocondrial (Keller JN y Lauderback CM, 
2000).  
En resumen, ser portador del alelo 4 de la ApoE constituye un 
factor de riesgo para padecer la EA bien ayudando a la causa 
etiológica a provocar su daño o bien dificultando la puesta en marcha 





8.- Inflamación y EA. 
Se piensa que la inflamación juega un rol muy importante en 
la patogenia de la enfermedad ya que en las placas seniles neuríticas 
se encuentra microglía activada (Vehmas AK y cols., 2003), factores 
del complemento e interleukinas que pueden interactuar con el Aβ, 
como se ha demostrado in vitro. Además se ha objetivado en 
estudios observacionales que las personas que toman 
antiinflamatorios crónicamente tienen menos prevalencia de EA que 
la población general (Breffner JCS y cols., 1994).  
Las células gliales regulan la actividad neuronal ya que son 
parte fundamental en fenómenos de plasticidad neuronal, 
supervivencia de las neuronas, nutrición y regulación del crecimiento 
neuronal, detoxificación y regulación homeostática (Kriegstein A y 
Alvarez-Buylla A, 2009). Cuando se produce una lesión, la microglía se 
activa y sufre cambios morfológicos, sobreexpresa diferentes 
receptores y es capaz de migrar, proliferar y transformarse en formas 
específicas de microglía reactiva. Esta microglía activada puede 
cumplir una función beneficiosa o destructiva (Rogers J y cols., 2007), 
mediante la fagocitosis y la secreción de elevados niveles de 
citokinas, proteasas y otros factores. El depósito de la proteína Aβ 
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induce una respuesta inflamatoria local así como la activación de la 
microglía, mediante dos receptores microgliales: el receptor RAGE 
(Advanced glycation end products receptor) y el receptor SR 
(scavenger receptor). La microglía activada contribuye directamente 
al proceso lesivo neuronal por ser una gran fuente de radicales libres, 
contribuyendo a aumentar el estrés oxidativo y sus efectos 
neurodegenerativos.  
 
9.- Marcadores periféricos de la EA y detección precoz. 
No disponemos en la actualidad de ningún instrumento 
diagnóstico poco invasivo y con la sensibilidad, especificidad y valor 
predictivo adecuados para el diagnóstico de la EA, si exceptuamos la 
determinación de mutaciones genéticas en el reducido número de 
casos de EA de aparición precoz y herencia autosómica dominante, 
aunque gran parte de los esfuerzos actuales en el campo de la 
investigación de la EA están encaminados a la detección precoz de 
esta enfermedad. Los marcadores biológicos de mayor relevancia hoy 
en día son:  
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-Marcadores determinantes de la enfermedad: mutaciones del gen 
APP y presenilinas 1 y 2. 
-Marcadores de susceptibilidad: ApoE. 
-Marcadores fisiopatológicos en LCR: Proteína tau, Aβ, 
aspartatoaminotransferasa, determinación combinada tau/Aβ, 
determinación combinada tau/aspartato. 
Cada vez son más los estudios encaminados a buscar 
marcadores de esta enfermedad en fluidos biológicos y en células 
periféricas como los leucocitos (Migliore L y cols., 2005) ya que 
suponen métodos no invasivos y de fácil reproducibilidad. Todos 
estos estudios van encaminados a conseguir marcadores periféricos 
de alteraciones en las fases presintomáticas de la enfermedad con el 
fin de  investigar posibles terapias preventivas. En este sentido, 
diversos trabajos han demostrado que existe daño oxidativo no solo 
a nivel cerebral sino también de forma sistémica. Además se sabe 
que el daño oxidativo ocurre muy pronto, incluso antes de aparecer 
las placas seniles y los ovillos neurofibrilares (Cecchi C y cols., 2002) y 
que en sujetos presintomáticos somos capaces de hallar un mayor 
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estrés oxidativo y una mayor susceptibilidad a la acción del péptido 
Aβ (Cecchi C y cols., 2007). 
 Si somos capaces de realizar un diagnóstico más precoz de 
esta enfermedad, incluso si llegamos al diagnóstico de sujetos 
presintomáticos podríamos tomar medidas preventivas que serían 
más eficaces pues actuaríamos en un momento en el cual todavía no 
existe pérdida neuronal y en el que podemos contrarrestar el 
aumento de estrés oxidativo en estos sujetos y quizá retrasar así el 
inicio de aparición del cuadro clínico.  
 
10.- Sinopsis. 
-La EA es un proceso neurodegenerativo asociado a la edad. 
-Se considera que el inicio de los síntomas de la enfermedad como el 
final del proceso, intuyéndose una fase presintomática de décadas de 
duración. 
-Se considera al péptido Aβ, bien en su forma fibrilar extracelular, 
bien en su forma oligomérica intracelular, el precursor de la cascada 
que desencadena en la muerte neuronal. 
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-Se considera el estrés oxidativo parte fundamental en la patogenia 
de esta enfermedad. 
-Ser portador del alelo 4 de la apolipoproteína E predispone a la EA 
probablemente a través de un aumento en el estrés oxidativo o una 
reducción de los mecanismos antioxidantes y reparadores. 
-Se considera a la EA como una enfermedad sistémica y por tanto 
existirían biomarcadores a nivel periférico que nos ayudarían al 
















Escala Global del Deterioro (GDS) (Reisberg  y cols., 1982)  
Esta escala gradúa la demencia de tipo Alzheimer en 7 estadios. 
Estadio Déficit cognitivo Características clínicas 
1 Inexistente Normal 
2 Muy leve Olvidos subjetivos, pero con exploración normal 
3 Leve Dificultad en el trabajo, en la comunicación verbal 
o al recorrer lugares poco familiares; detectable 
por la familia; déficit sutil de memoria en la 
exploración 
4 Moderado Disminución de la capacidad para viajar, para 
contar o para recordar acontecimientos recientes 
5 Moderadamente 
grave 
Necesita ayuda para elegir la ropa; desorientación 
en tiempo o espacio; recuerda peor el nombre de 
sus nietos 
6 Grave Necesita supervisión para comer y asearse, 
posible incontinencia; desorientación en tiempo, 
espacio y posiblemente en identidad 
7 Muy Grave Pérdida importante de la capacidad verbal, 
incontinencia y rigidez motora 
 
   
 77 
 
GDS-1 (Ausencia de alteración cognitiva):  
-Ausencia de quejas subjetivas y de 
trastornos evidentes de memoria   
GDS-2 (Disminución cognitiva muy leve):  
-Quejas subjetivas de memoria, sobre todo 
en:   
a)Olvido de dónde ha colocado objetos 
familiares   
b)Olvido de nombres previamente bien 
conocidos   
-No hay evidencia objetiva de defectos de 
memoria en el examen clínico   
-No hay defectos objetivos en el trabajo o 
en situaciones sociales   
-Hay pleno conocimiento y valoración de la 
sintomatología   
GDS-3 (Defecto cognitivo leve):  
-Primeros defectos claros. Manifestaciones 
en una o más de estas áreas:   
a)El paciente puede haberse perdido en un 
lugar no familiar   
b)Los compañeros detectan rendimiento 
laboral pobre   
c)Personas más cercanas aprecian defectos 
en la evocación de   
palabras y nombres   
d)Al leer un párrafo de un libro retiene muy 
poco material   
e)Capacidad muy disminuida en el recuerdo 
de conocidos nuevos   
f)Perder o colocar en lugar erróneo un 
objeto de valor   
g)Hacerse evidente un defecto de 
concentración en la   
exploración clínica   
GDS-5 (Defecto cognitivo moderado-
grave:   
-El paciente no puede sobrevivir 
mucho tiempo sin alguna asistencia   
-No recuerda datos relevantes de su 
vida actual: dirección, teléfono, etc.   
-Es frecuente cierta desorientación en 
tiempo: fecha, día, etc.   
-Una persona con educación formal 
puede tener dificultad contando hacia 
atrás desde 40 de 4 en 4, o desde 20 
de 2 en 2   
-Mantiene el conocimiento de muchos 
de los hechos de mayor interés 
concernientes a sí mismo y a otros   
-Invariablemente sabe su nombre y 
generalmente el de su esposa e hijos   
-No requiere asistencia en el aseo ni 
en la comida, pero puede tener cierta 
dificultad en la elección de los vestidos 
adecuados   
GDS-6 (Defecto cognitivo grave):  
-Ocasionalmente puede olvidar el 
nombre de la esposa, de la que, por 
otra parte, depende totalmente para 
sobrevivir   
-Desconoce los acontecimientos y 
experiencias recientes de su vida   
-Mantiene cierto conocimiento de su 
vida pasada pero muy fragmentario   
-Generalmente desconoce su entorno, 
el año, la estación, etc.   
-Puede ser incapaz de contar hasta 
diez hacia atrás y a veces hacia 
delante   
-Requiere cierta asistencia en las 
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-Un defecto objetivo de memoria sólo se 
observa con entrevista intensiva   
-Aparece un decremento de los 
rendimientos en situaciones laborales o 
sociales exigentes   
-Los síntomas se acompañan de ansiedad 
discreta- moderada   
GDS-4 (Defecto cognitivo moderado):  
- Defectos claramente definidos en una 
entrevista clínica cuidadosa en las áreas 
siguientes:   
a)Conocimiento disminuido de los 
acontecimientos actuales y   
recientes   
b)El paciente puede presentar cierto déficit 
en el recuerdo de su   
historia personal   
c)Defecto de concentración puesto de 
manifiesto en la   
sustracción seriada de sietes   
d)Capacidad disminuida para viajes, 
finanzas, etc.   
-Frecuentemente no hay defectos en las 
áreas siguientes:   
a)Orientación en tiempo y persona   
b)Reconocimiento de personas y caras 
familiares   
c)Capacidad de desplazarse a lugares 
familiares   
-Incapacidad para realizar las tareas 
complejas   
-La negación es el mecanismo de defensa 
dominante   
-Disminución del afecto y abandono en las 
situaciones más exigentes 
actividades cotidianas. Puede tener 
incontinencia o requerir ayuda para 
desplazarse, pero puede ir a lugares 
familiares   
-El ritmo diurno está frecuentemente 
alterado   
-Casi siempre recuerda su nombre   
-Frecuentemente sigue siendo incapaz 
de distinguir entre las personas 
familiares y no familiares de su 
entorno   
-Cambios emocionales y de 
personalidad bastante variables, 
como:   
a)Conducta delirante: puede acusar de 
impostora a su esposa, o   
hablar con personas inexistentes o con 
su imagen en el espejo   
b)Síntomas obsesivos como 
actividades repetitivas de limpieza   
c)Síntomas de ansiedad, agitación e 
incluso conducta violenta   
previamente inexistente   
d)Abulia cognitiva, pérdida de deseos, 
falta de elaboración de   
un pensamiento para determinar un 
curso de acción propositivo   
GDS-7 (Defecto cognitivo muy grave):  
- Pérdida progresiva de las 
capacidades verbales. Inicialmente se 
pueden verbalizar palabras y frases 
muy circunscritas; en las últimas frases 
no hay lenguaje, únicamente gruñidos   
-Incontinencia de orina. Requiere 
asistencia en el aseo y en la 
alimentación   
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-Se van perdiendo las habilidades 
psicomotoras básicas como la 
deambulación   
-El cerebro es incapaz de decir al 
cuerpo lo que hay que hacer. 
Frecuentemente aparecen signos y 

































 Nuestros experimentos están encaminados a conocer más 
sobre cómo puede influir el genotipo de la ApoE, uno de los factores 
de riesgo más conocidos para desarrollar EA, en la predisposición a 
padecer esta enfermedad. Para ello estudiaremos distintos 
parámetros en sujetos jóvenes y sanos hijos de pacientes con 
Enfermedad de Alzheimer y genotipo 4/4 de la ApoE frente a sujetos 
jóvenes y sanos con genotipo 3/3 de la ApoE y sin antecedentes 
familiares de demencia. Nuestros objetivos serán: 
 
1.- Conocer si existen diferencias cognitivas entre los distintos grupos 
de sujetos jóvenes en relación a su genotipo ApoE. 
 
2.- Determinar mediante la historia clínica detallada si existen 
diferencias a nivel de antecedentes patológicos: síndrome depresivo, 
dislipemia, etc. entre los distintos grupos de sujetos jóvenes en 




3.-Determinar si existen diferencias en distintos parámetros 
analíticos como el metabolismo lipídico, metabolismo férrico, niveles 
de cobre y zinc, entre  los distintos grupos de sujetos jóvenes en 
relación a su genotipo ApoE. 
 
4.-Conocer si existen diferencias en distintos parámetros de estrés 
oxidativo en sangre periférica entre los distintos grupos de sujetos 
jóvenes en relación a su genotipo ApoE. 
 
5.-Conocer si existe una diferente susceptibilidad a las agresiones y 
en concreto a la toxicidad del péptido amiloide en los linfocitos 
aislados de sangre periférica entre los distintos grupos de sujetos 
jóvenes en relación a su genotipo ApoE, medido por parámetros de 
estrés oxidativo, apoptosis y alteración mitocondrial. 
 
6.-Estudiar si existen diferencias a nivel de biomarcadores de 
inflamación como es la producción de TNFα de linfocitos aislados tras 
estímulo antigénico entre los distintos grupos de sujetos jóvenes en 
relación a su genotipo ApoE.  
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7.-Determinar si existe una diferente activación de enzimas 
antioxidantes y de enzimas relacionadas con la fosforilación de la 
proteína tau entre los distintos grupos de sujetos jóvenes según su 
genotipo ApoE.  
 
8.- Determinar si existe una diferente activación de enzimas 
antioxidantes y de enzimas relacionadas con la fosforilación de la 
proteína tau entre sujetos con Enfermedad de Alzheimer portadores 
de al menos un alelo 4 de la ApoE en comparación con sujetos 
















MATERIAL Y MÉTODOS 
1.-Sujetos. 
 1.1 Sujetos jóvenes: 
Se seleccionaron 54 sujetos, 33 casos y 21 controles. Los 
casos corresponden a sujetos jóvenes y sanos, hijos de pacientes con 
EA y genotipo 4/4 de la ApoE, diagnosticados en la consulta de 
Neurología del Hospital Clínico de Valencia por la Dra. Alonso, 
neuróloga especialista en demencias. Elegimos a dichos sujetos 
porque nos asegurábamos la presencia de al menos un alelo 4 de la 
ApoE y una mayor probabilidad de genotipo 4/4 que en el resto de la 
población. Los sujetos controles fueron personas sanas de similar 
edad que los casos, los cuales carecían de antecedentes familiares de 
EA. Todos los sujetos accedieron a participar en el estudio de forma 
voluntaria tras ser informados convenientemente sobre el mismo y 
tras firmar un consentimiento informado estándar. 
En todo momento se respetaron los principios fundamentales 
establecidos en la Declaración de Helsinki, en el consejo de Europa 
relativo a los derechos humanos y la biomedicina, en la Declaración 
de la UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos, así 
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como los requisitos establecidos en la legislación española en el 
ámbito de la investigación biomédica, la protección de datos de 
carácter personal y la bioética. 
Este proyecto fue aceptado por el Comité Ético del Hospital 
Clínico de Valencia. 
 
  1.1.1 Criterios de exclusión: 
Los criterios de exclusión que se aplicaron son:  
-Situaciones que provocan un aumento del estrés oxidativo: 
enfermedades neoplásicas, Diabetes Mellitus, hipertensión arterial  
grave mal controlada, insuficiencia renal crónica grave, alcoholismo 
activo, menopausia, inflamación crónica, enfermedades autoinmunes 
o infección crónica. 
-Ingesta de sustancias o fármacos antioxidantes. 
-Edad menor de 20 años o mayor de 55 años. 
-Inicio de la menopausia en el caso de las mujeres. 
-No firmar el consentimiento informado. 
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1.1.2 Visita Clínica: 
La visita clínica a los sujetos se realizó en los despachos de 
Neurología de Consultas Externas del Hospital Clínico de Valencia. 
Se realizó una única visita médica donde se recogieron en un 
formulario (Anexo 1) los datos personales y demográficos de cada 
sujeto, situación laboral y nivel educacional, así como los 
antecedentes patológicos e ingesta de medicamentos y tóxicos. Se 
investigó situaciones de estrés y depresión, así como quejas 
subjetivas de memoria. A los sujetos que respondieron 
afirmativamente a la pregunta sobre depresión se les pasó el test de 
Hamilton (Williams JB, 1988) para determinar el diagnóstico y el 
grado de sintomatología depresiva (Anexo 2). 
El personal de enfermería realizó la extracción sanguínea a 
los sujetos. Parte de la muestra se remitió al laboratorio de 
Bioquímica del Hospital Clínico de Valencia para realizar 
determinaciones de: hemograma, bioquímica básica, perfil lipídico, 
estudio de metabolismo del hierro, determinación de niveles de ApoE 
sérico, cobre y zinc. El resto de la muestra se utilizó para las 
determinaciones de estrés oxidativo e incubación con péptido Aβ en 
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el Departamento de Fisiología. También se realizó una pequeña 
batería de pruebas cognitivas para descartar deterioro cognitivo. 
 
 1.2 Sujetos con EA: 
 Reclutamos de la consulta de Neurología de la Dra. Alonso a 
11 sujetos con diagnóstico de EA probable y genotipo ApoE 4 
conocido, debiendo cumplir como criterios de inclusión: ser portador 
de al menos un alelo 4 de la ApoE, no presentar patologías 
concomitantes que pudieran alterar el status oxidativo (Diabetes 
Mellitus, HTA mal controlada, insuficiencia renal o hepatopatía 
severa, enfermedad neoplásica) y no ser consumidores de sustancias 
antioxidantes (vitamina E, acetil-cisteína, alopurinol, etc.). Todos los 
pacientes presentaban un estadío de la enfermedad leve-moderado. 
 Además reclutamos 9 sujetos de similar edad y mismos 
criterios de inclusión (exceptuando el genotipo de la ApoE) pero sin 
diagnóstico de demencia como controles. 
 Todos los sujetos firmaron un consentimiento informado 
estándar y se realizó una extracción sanguínea por parte del personal 
de enfermería. Dicha muestra se remitió al departamento de 
Fisiología de la Facultad de Medicina para determinación de PCR. 
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2.- Test Cognitivos. 
2.1 Test de memoria verbal  de Rey: 
El test de memoria verbal de Rey es un test de memoria 
verbal de fijación-retención (Rey A, 1964). Consta de un listado de 15 
palabras habituales que son leídas al paciente en 5 ocasiones. Tras 
cada lectura el paciente debe repetir todas las palabras que sea capaz 
de recordar. Se puntúa el número de palabras retenidas tras la 
primera lectura (memoria a corto plazo) así como la curva de 
aprendizaje conseguida en las lecturas consecutivas (aprendizaje). 
Pasados 20 minutos se vuelve a evaluar la cantidad de palabras que 
el sujeto es capaz de recordar recogiendo así la capacidad de 
retención (memoria a largo plazo). 
 
2.2 Test de Stroop: 
El “efecto de interferencia Stroop” se describe como el 
fenómeno de disminución en la velocidad de identificación de 
colores, fenómeno que se produce cuando el sujeto debe nombrar el 
color de la tinta con que están escritos los nombres de unos colores 
cuyo significado nunca coincide con el color con el que están escritos. 
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Esto ocurre porque el significado de la palabra interfiere en la tarea 
de nombrar el color de la tinta en que está escrita. 
El test de  Stroop (Stroop JR, 1935) sirve para establecer la 
propiedad inhibitoria atencional que nos permite el control de 
respuestas automáticas o naturales para llevar a cabo otras tareas 
menos espontáneas, siendo por tanto un buen test para valorar 
funciones del lóbulo frontal. 
El test consta de tres páginas, cada una de las cuales contiene 
cinco columnas de 20 elementos. Cada uno de los elementos de la 
primera página es el nombre de los tres colores empleados en el test 
repetidos de manera aleatoria e impresos en tinta negra (rojo; verde; 
azul), se solicita al sujeto que lea la máxima cantidad de palabras 
posibles en 45 segundos (Versión Golden, Golden CJ, 1978). La 
segunda página está formada por cinco columnas de símbolos tipo 
“XXX” coloreados de manera aleatoria con los tres colores empleados 
en el test, se solicita al sujeto que nombre la máxima cantidad de 
colores que pueda en 45 segundos. 
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Finalmente, en la tercera página aparece de nuevo el nombre de los 
tres colores empleados en el test, pero impresos en tinta coloreada, 
de manera aleatoria y sin concordancia entre el nombre del color y el 
color de la tinta en que está impreso. El sujeto deberá nombrar los 
colores de la tinta de la palabra impresa siendo erróneo si lee la 
palabra impresa. 
Se puntuará la cantidad de lecturas correctas en cada página 
y se evalúa según tabla de baremos por edad (Anexo 3). Una 
puntuación baja en la última página indicará alteraciones 
prefrontales. En este test influye tanto la edad como el grado de 
escolaridad (Henao E, 2000). 
 
3.- Aparatos y reactivos. 
 3.1 Aparatos: 
 Todos los aparatos utilizados en los experimentos de esta 
tesis se encuentran ubicados en el Departamento de Fisiología de 
la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia, así como 
en la Unidad Central de Investigación de Medicina (UCIM) 
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situada en la misma facultad. La infraestructura es la 
correspondiente al grupo de trabajo del Dr. José Viña y la Dra. 
Ana Lloret. 
 Centrífugas: para las centrifugaciones a baja velocidad se 
utilizó una centrífuga de la firma SORVALL, modelo GLC-1. Las 
centrifugaciones a alta velocidad se realizaron en una 
centrífuga refrigerada marca HERAEUS, modelo Sepatech 
Biofuge 17RS. Para desecar las muestras para el posterior 
análisis de glutatión oxidado, se utilizó una centrífuga Speed 
Vac, modelo SC 110 Savant, con una bomba acoplada Telstar 
para realizar el vacío. 
 Espectrofotómetro: se utilizó un espectrofotómetro de la 
marca KONTRON modelo Uvikon 810 termostatizado.  
 Balanzas: se utilizaron 2 balanzas: una de precisión marca 
SALTER, modelo HA-120M y una balanza SARTORIUS, modelo 
PT 1200. 
 Agitador magnético: marca SELECTA, modelo Agimatic-S. 
 Sistema de purificación de agua: marca MILLIPORE, modelos 
Milli-Q y Milli-RO. 
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 Cromatógrafo líquido de alta eficacia para la determinación 
de glutatión. 
El cromatógrafo está compuesto por los siguientes elementos: 
 -2 bombas marca WATERS modelo 510. 
 -Un inyector PHARMACIA LKB, modelo 2157. 
-Detector UV WATERS, modelo 441, a longitud de onda 
constante de 365 nm. 
-Ordenador IBM XT modelo 286 con integrador y que 
controla el equipo. 
-Columna cromatográfica WATERS modelo Spherisorb 
aminada, de dimensiones 20 X 0.46 cm y 5 µm de diámetro 
de partícula. 
 Citómetro de flujo: marca COULTER modelo Epics Elite ESP. 
 Microscopio confocal: unidad de escaneo láser confocal Leica 
TCS-SP2. 
 Campana de flujo laminar vertical: Marca CULTAIR modelo 
B100. 
 Cubetas de electroforesis:  Marca BIORAD, modelo Mini-
PROTEAN 3 Cell. 
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 Cubetas de electrotransferencia: Marca BIORAD, modelo Mini 
Trans-Blot Cell. 
 Fuentes de alimentación para la electroforesis: Marca SIGMA, 
modelo PS 250-2, y marca BIORAD, modelo 200/2.0 Power 
Supply. 
 Cubetas de electrotransferencia en semiseco: Marca NOVEX 
System (Xcell Blot Module No. EI 9051) 
 Sistema de Análisis de Imágenes: Marca FUJIFILM, modelo LAS-
1000 plus. 
 Transiluminador ultravioleta: Marca Vilverlourmat, modelo TFX-
35M. 
 Dispositivo fotográfico: Sistema fotográfico marca Polaroid, 
modelo MP 4+. 
 
3.2 Reactivos: 
Los reactivos utilizados fueron PCA, BPDS, KOH, CHES, ácido 
indolacético, púrpura m-cresol, 1-fluor-dinitrobenceno, 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno, γ-glutamil-glutamato, glutatión S-
transferasa, etanol, metanol, NEM, tampón acético acetato, 
fosfato potásico, EDTA, tampón fosfato-sódico, amonio, 
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persulfato, nitrato de plata, TRIS-HCl, azul bromofenol, sileno 
cianol, glicerol, TEB, glicina, mercaptoetanol, TBS-T, ECL, 
peroxidasa de rábano, citrato. 
Los reactivos se obtuvieron de las firmas: Sigma-Aldrich Química 
(España), Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Panreac, Merck 
Biochemica (Alemania), Fisher Scientific Company (USA), 
Pharmacia Biotech (USA), Intergen Company (USA), Cell Signallin 
Technology (USA) .  
 
 
4.- Determinación de los valores de glutatión. 
 4.1 Determinación de los valores de glutatión total: 
  4.1.1  Fundamento: 
 El glutatión total se determina por H.P.L.C. (cromatografía 
líquida de alto rendimiento), siguiendo el método descrito por Reed y 
cols. (Reed DJ y cols., 1980). Este método se basa en la separación de 
los S-carboximetildinitro derivados por cromatografía y posterior 
cuantificación a 365 nm. A todas las muestras se les añade una 
concentración conocida de γ-glutamil glutamato, como patrón 
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interno, el cual nos va a permitir calcular la concentración de la 
sustancia problema de un modo más exacto.  
 Con esta técnica cromatográfica, se pueden determinar las 
concentraciones tanto de glutatión reducido (GSH) como de glutatión 
oxidado (GSSG) de una misma muestra. Sin embargo, el método de 
Reed y cols. no debe utilizarse para determinar el estado del 
glutatión, ya que la muestra sufre una autooxidación del GSH 
importante en el proceso de derivatización (Asensi M y cols., 1994). 
De este modo, parte del GSH se oxida a GSSG dando falsos positivos 
en los resultados. Sin embargo, sí que es un buen método para la 
determinación del glutatión total (GSH + (2XGSSG)).  
 
 4.1.2. Obtención de las muestras y conservación: 
Se realiza una extracción sanguínea de sangre venosa de la 
que inmediatamente se pipetean 200 µl de sangre y se mezclan con 
800µl de acido perclórico (PCA) 7.25% y ácido 
batofenantrolinedisulfuro (BPDS) 1.25 mM. A continuación, se 
centrifuga a 15.000g durante 10 minutos a 4ºC. De esta manera 
acidificamos la sangre y conseguimos un sobrenadante ácido, libre de 
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proteínas. Las muestras pueden ser conservadas a –20ºC hasta el 
momento de su análisis. 
 
  4.1.3. Derivatización de la muestra: 
1. Se toman 200 µl de sobrenadante ácido y se le añade 20 µl 
de patrón interno (γ-glutamil-glutamato 1 mM en PCA al 0.3%). 
Seguidamente añadimos 20 µl de ácido iodoacético 1 M disuelto en 
púrpura de m-cresol 0.2 mM, que es un indicador de pH que vira a 
color púrpura entre 8.5 y 9.  
2. La mezcla se lleva a pH 8.5 – 9 usando un tampón KOH 3 M y 
ácido 2-N-ciclohexamilo (CHES) 0.3 M y una vez alcanzado el pH 
adecuado, se incuba la muestra durante 10 minutos en oscuridad y a 
temperatura ambiente. 
3. Al acabar la incubación se añaden 400 µl de 1-fluor 
dinitrobenceno al 1% en etanol absoluto y se mantiene a 4ºC y en 
oscuridad durante 24 horas como mínimo. Llegado a este punto las 
muestras son estables a 4º C durante varias semanas.  
4. Antes de preparar la dilución que será inyectada en el 
cromatógrafo, las muestras se centrifugan a 15.000g durante 5 
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minutos a 4ºC. De ahí se toman 50 µl de sobrenadante a los que 
añadimos 270 µl de una mezcla metanol-agua en proporción 
800:200. 
 
  4.1.4. Técnica cromatográfica: 
 Se inyectan 80 µl de la solución que contiene la muestra. 
 La fase móvil está constituida por 2 solventes: 
- Eluyente A: es una solución de metanol al 80% en agua 
bidestilada. 
- Eluyente B: es una solución tampón acético/acetato 0.5 
M en metanol al 64%. 
Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 
ml/minuto. La elución de las sustancias que nos interesan se realiza 
aplicando un gradiente:  
- La fase móvil se mantiene durante 5 minutos a un 20% 
del eluyente B y un 80% del eluyente A. 
- Tras este tiempo, comienza a aumentar la cantidad de 
eluyente B de manera lineal, hasta que a los 15 minutos 
del cromatograma se alcanza un 99% de B y un 1% de A. 
 99 
 
- Se mantienen estas concentraciones de cada solvente de 
5 a 10 minutos, dependiendo del tiempo de elución del 
último compuesto. 
- Una vez eluido el último compuesto de interés, se 
procede al reequilibrado de la columna. Para ello, se 
alcanzan las condiciones iniciales (20% de B y  80 % de A) 
manteniéndose así  durante 15 minutos. 
 
  4.1.5. Cálculos: 
 Las concentraciones de GSH y GSSG se calculan en el 
cromatograma basándose en una concentración conocida de patrón 
interno, que es añadida a cada muestra en el proceso de 
derivatización. El patrón interno utilizado es γ-glutamil-glutamato, 
que previamente ha sido calibrado frente a patrones de 
concentraciones conocidas de GSH y GSSG. Tanto los patrones de 
GSH como los de GSSG se calibran previamente enzimáticamente, 
para conocer su concentración exacta. El GSH se calibra por medio de 
la reacción de la glutatión transferasa y el GSSG por medio de la 
reacción de la glutatión reductasa. 
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 El glutatión total lo expresamos como equivalentes de GSH, 
sumándole a la concentración de GSH 2 veces la de GSSG.  
[GSH]= Glutatión total -(2X GSSG) 
 
 4.2. Determinación del patrón de glutatión reducido: 
  4.2.1. Fundamento: 
Hemos utilizado el método descrito por Brigelius  (Brigelius R, 
1983). Se basa en la determinación espectrofotométrica de la 
conjugación del GSH con el cloro-2,4-dinitrobenceno. Esta reacción 
está catalizada por la glutatión S-transferasa. El aducto formado, 2,4-
dinitrofenil-S-glutatión, presenta un máximo de absorción a 340 nm. 
GS-T 
GSH + CDNB                 GS-DNB + ½ Cl2 
 
  4.2.2.  Procedimiento: 
En una microcubeta se añaden los siguientes reactivos: 
 101 
 
• 825µl de fosfato potásico 0,1 M y ácido etilendiamino 
tetracético (EDTA) 1mM, pH 7,0. 
• 25-100µl del patrón de GSH disuelto en PCA 6% BPDS 
1 mM. 
• 10µl de la solución de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 10 
mM en etanol al 100%. 
Se realiza un autocero (ha de tenerse en cuenta que la 
absorbancia de la línea de base debe ser estable) (E1) y la reacción 
comienza añadiendo 10 µl de una solución de glutatión S-transferasa 
500 U/ml en tampón fosfato sódico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,4. Esta 
solución se dializa previamente durante 6 horas en tampón fosfato 
cambiando el tampón de diálisis cada dos horas.  
Se registra la variación de la absorbancia a 340 nm hasta el 
final de la reacción (E2). La diferencia E2-E1 es proporcional a la 
cantidad de GSH existente.  
 
4.2.3. Cálculos: 
Para calcular la concentración de GSH se utiliza el coeficiente 
de absorción molar del 2,4-dinitrofenil-S-glutatión a 340 nm (ε = 9,6 
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mM-1 cm-1). Una vez hallada la concentración del patrón, se realiza 
una curva con distintas concentraciones de GSH y con la misma de 
patrón interno, con el fin de hallar el factor de respuesta o relación 
entre el γ-glutamil-glutamato (PI) y el GSH mediante la siguiente 
relación:                                                             
  APATRÓNGSH  
[PATRÓN GSH] =                                       [PI] x Factor respuesta 
                                                  API 
 Por medio de esta relación podremos calcular posteriormente las 
concentraciones de analito que tendremos en nuestras muestras 
problema.  
                                           AGSH PROBLEMA 
[GSH PROBLEMA] =                                    [PI] x Factor respuesta 
                                                  API 
 
  
 4.3. Determinación del patrón de glutatión oxidado: 
4.3.1. Fundamento: 
 Se sigue la reducción dependiente de nicotinamida adenin-
dinucleótido (NADPH) (340 nm) del GSSG a GSH. 
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                        NADPH + H+ + GSSG                        2GSH + NADP+ 
 
4.3.2. Procedimiento: 
En una microcubeta se añaden: 
• 500µl de tampón fosfato 0,2 M con EDTA 2 mM a pH 7,00. 
• 50µl de NADPH 3 mM disuelto en Tris-HCl 10 mM, pH 
7,00.  
• 50µl de GSSG 20 mM disuelto en agua.  
• 350µl de agua (hasta un volumen de 950 µl) 




 Calculamos la concentración de GSSG por medio de la 
siguiente fórmula: 
∆OD/min x (Vol. final de cubeta(ml)/Vol. de muestra en cubeta(ml))x 
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x (1/6,22) x factor de dilución= U/ml muestra 
Una vez hallada la concentración de patrón de GSSG, se 
determina el factor de respuesta o relación entre el GSSG y el patrón 
interno, por medio de una curva realizada con distintas 
concentraciones de GSSG y la misma de patrón interno. Con este 
dato podremos calcular posteriormente las concentraciones del 
analito en nuestras muestras. 
                                             
                                         APATRÓNGSSG 
[PATRÓN GSSG] =                                       [PI] x Factor respuesta 
                                                  API 
 
                                          AGSSG PROBLEMA 
[GSSG PROBLEMA] =                           [PI] x Factor respuesta 
                                                    API 
 
 4.4 Determinación del glutatión oxidado (GSSG): 
 4.4.1. Fundamento: 
Para la determinación del GSSG se siguió el método 
cromatográfico descrito por Asensi y cols. (Asensi M y cols., 1994). Se 
basa en la separación cromatográfica de los dinitrobenceno 
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derivados y posterior detección a 365 nm. Para que el GSH no sufra 
una autooxidación en el proceso, se bloquea el grupo tiol con N-
etilmaleimida (NEM). Este bloqueo hace que este método sea idóneo 
para evitar el aumento de concentración de GSSG por oxidación del 
GSH durante el procesado de la muestra.  
 4.4.2. Obtención de las muestras 
Tras la extracción sanguínea de sangre venosa se pipetean 
inmediatamente 500 µl de sangre y se mezclan con 500 µl de PCA 
12% BPDS 2 mM NEM 40 mM. Después de agitar vigorosamente, se 
centrifuga a 15.000g durante 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante 
ácido libre de proteínas se usará posteriormente para la 
determinación del GSSG. Las muestras pueden ser conservadas a una 
temperatura de –20º C hasta el momento de su análisis. 
 
 4.4.3. Derivatización 
1. Se toman 200 µl de sobrenadante ácido y se mezclan con 
20µl de patrón interno (γ-glutamil-glutamato 1 mM en PCA 0.3%) y 
20µl de púrpura de m-cresol 0.2 mM como indicador de pH. 
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2. Se lleva la muestra a pH 8.5 – 9 añadiendo KOH 3M CHES 
0.3M. El indicador de pH vira a color púrpura cuando lo alcanza. 
3. Se centrifuga a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4ºC. 
4. Se toman 25µl de sobrenadante y se mezclan con 50µl de 1-
fluor dinitrobenceno al 1% en etanol absoluto. 
5. Se incuba la muestra 45 minutos en oscuridad y se deseca la 
disolución a vacío hasta 70 miliTorr. 
6. Las muestras desecadas pueden conservarse durante meses a 
–20ºC hasta el momento de su inyección en el HPLC. 
7. Justo antes de la inyección en el cromatógrafo, las muestras 
se resuspenden en 200 µl del eluyente A. 
 
  
 4.4.4. Técnica cromatográfica: 
 Las muestras se procesan en el mismo aparato 
cromatográfico que el glutatión total. Las condiciones aplicadas en el 
ensayo son las mismas,  siendo el gradiente de eluyentes, fase 




 4.4.5 Cálculos: 
El cálculo de la concentración de glutatión oxidado en la 
muestra biológica, se realiza en función de la calibración de 
soluciones patrón de concentraciones conocidas de GSSG respecto 
al patrón interno. 
 
5.-Análisis de las isoformas comunes de Apo E. 
 El análisis del genotipo de la ApoE se realizó mediante la 
técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La 
concentración de ADN se determina midiendo en el 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 260 nm. Una solución 
con 50 µg/ml de ADN proporciona una absorbancia de 1. Para 
determinar el grado de contaminación (con fenol o proteínas, por 
ejemplo) de la muestra, se mide la absorbancia a 280 nm. La relación 
de absorbancias 260/280 proporciona una estimación de la pureza de 
la preparación. Una relación menor a 1.8 indica la presencia de 
impurezas, y en este caso no es posible hacer una cuantificación 





 Las reacciones de amplificación se harán en la siguiente 
mezcla preparada en lecho de hielo: 
Reactivo Cantidad 
H2O 28.75 µL 
Tampón
1
 5 µL 
Solución Q 10 µL 
dNTPs (2.5 µM) 2 µL 
Oligo-5’ (10 µM)2 2 µL 
Oligo-3’ (10 µM)2 2 µL 
Taq (Hot start)
1
 0.25 µL 
 
(1) Kit de Quiagen Hot start 
(2)  Diseñados por la Unidad de Medicina Molecular de FVIB  
 
 A 14 µL de esta solución se añade 1 µL de ADN a una 






Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 
Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 
94     Hot start 15’ 1 
94     Desnaturalización 30’’  
64     Unión oligo≈hebra 30’’ 55 
72     Síntesis 35’’  
72     Síntesis 5’ 1 
 
Para verificar la PCR, se realiza una electroforesis en gel de 
agarosa al 2.5%, cargando 3 µL del producto de PCR y 1 µL del 
tampón de carga, cuya composición es: 0.25% Azul de 
bromofenol; 0.25% Sileno cianol; 30% de glicerol y 1X TEB pH8 
(Tris Borato EDTA). Las condiciones de la electroforesis son: 
tampón de electroforesis TEB 1X, 80V, de 30 a 60 min. 
 
 
5.2 Digestión del DNA y separación de los fragmentos: 
 Preparar la siguiente mezcla (Biolabs System): H2O 4.02 µL + 
Tampón Neb 4 (10X) 0.8 µL + BSA 0.08 µL + HhaI (20 U/µL) 0.1 µL. Se 
prepara el volumen necesario según las muestras a analizar. Se 
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toman 5 µL de la mezcla y se añade 1 µL de la PCR; se cubre con una 
gota de aceite de inmersión (Sigma) para evitar que se evapore. Se 
incuba toda la noche a 37ºC. 
 Los fragmentos de ADN se separan en gel de poliacrilamida al 
14%. El gel lleva la siguiente composición: 
Reactivo Cantidad 
Acrilamida (29:1, 40%) 7.7 ml 
TEB 10X 2.2 ml 
Agua 12.1 ml 
Amonio persulfato 10% 50 µL 
TEMED 20 µL 
 
 Se deja polimerizar durante 30 minutos. Las condiciones de la 
electroforesis son: Tampón de electroforesis TEB 1X, 250 V, 1 hora. 
 El revelado de los geles se hizo mediante tinción con nitrato 
de plata, siguiendo el método descrito por Beidler y cols. (Beidler JL y 






6.- Péptido Aβ y su preparación. 
 El péptido beta amiloide (Aβ) 1-42 y su péptido control 42-1 
(Sigma-Aldrich, España) fresco fue preparado en alícuotas tras 
disolverlo en tampón fosfato salino (PBS) a una concentración de 
100µm. 
Para obtener oligómeros se mantuvo el Aβ a 4ºC durante 24 horas. 
Para obtener prefibrillas fue mantenido a temperatura ambiente  
durante 48 horas. Para obtener fibrillas maduras fue mantenido a 
37ºC durante 5 días (Tamagno E y cols., 2006).  
Estas cuatro distintas preparaciones se utilizaron para incubar 
linfocitos aislados y sangre total a una concentración de 20µm 
durante 24 horas. 
 
7.- Aislamiento de linfocitos. 
Se utilizaron tubos BD Vacutainer CPT, que separan plasma, 
células blancas y eritrocitos. Se realiza una primera centrifugación a 
3.000 rpm durante 20 minutos. Tras esta primera centrifugación la 
sangre queda separada en eritrocitos en la parte inferior, el plasma 
en la parte superior y un anillo formado por las células 
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mononucleares en la parte intermedia. Con ayuda de una pipeta 
extraemos, por un lado, alícuotas de plasma para distintas 
determinaciones, y por otro lado la capa de mononucleares. Una vez 
extraída la capa de células mononucleares se realizan dos lavados 
con PBS con centrifugación tras cada lavado a 1.300 rpm durante 10 
minutos, y un último centrifugado sobre suero de ternera fetal 10 
minutos para eliminar las plaquetas. Posteriormente las células 
mononucleares aisladas se incuban en placas petri estériles en medio 
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, España) con suero bobino fetal al 10% 
durante 24 horas. De esta manera los linfocitos permanecen flotando 
mientras que el resto de células mononucleares se pegan al fondo de 
la placa.  Una vez aislados los linfocitos se procederá a su preparación 
según el destino experimental. 
 
8.-Citometría de flujo. 
 Realizamos citometría de flujo en linfocitos y plaquetas para 
medir distintos parámetros mitocondriales. Los estudios de 
citometría de flujo se han llevado a cabo en un EPICS ELITE cell sorter 
(Coulter Electronics, Miami, FL), el cual se halla ubicado en la Unidad 
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central de Investigación de la Facultad de Medicina. Los fluorocromos 
se excitan con un láser de argón. 
 Las células se lavaron con PBS y se marcaron con 1.5 mM 
5,5’,6,6’- tetracloro - 1,1’,3,3’ - tetraetilbenzimidazolilcarbocianina 
iodido (JC-1) (Molecular Probes). Las muestras marcadas se 
incubaron durante 30 minutos a 37ºC protegidas de la luz. Se 
volvieron a lavar con PBS para eliminar el exceso de marcador previo 
a su análisis. JC-1 es un marcador catiónico que se acumula en la 
membrana mitocondrial cuando está intacta. Si el potencial de 
membrana es elevado emite fluorescencia en color rojo (590 nm) y a 
medida que se produce una pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial se produce una menor intensidad de la fluorescencia 
roja hacia una fluorescencia verde (525 nm). 
 Para el estudio de peróxidos utilizamos la sonda 
diclorofluorescin-diacetato (DCFH-DA) (Molecular Probes). Esta sonda 
difunde en el interior celular y es desacetilada en el citoplasma por 
esterasas inespecíficas, quedando como producto diclorofluorescin 
(DCFH), que no puede difundir al exterior de la célula. En presencia 
de peróxidos, el DCFH es oxidado a diclorofluoresceína (DCF), 
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compuesto que emite fluorescencia cuando es excitado a 488 nm. 
Los linfocitos fueron incubados con DCFH-DA durante 30 minutos a 
37ºC protegidas de la luz. Se volvieron a lavar con PBS para eliminar 
el exceso de marcador previo a su análisis. 
También se ha medido tamaño y complejidad de morfología de las 
mitocondrias.  
 
9.- Estudio en microscopía confocal. 
 Los estudios de microscopía confocal la realizamos con una 
unidad de barrido láser confocal Leica TCS-SP2 (Leica SA, Mannheim) 
con un láser de argón y otro de neón-helio unido a un microscopio 
invertido de Leica DM1RB. Utilizamos placas Lab-Tek de la casa Nalge 
Nunk International tratadas con poly-L-lisina (Sigma Aldrich Quimica).  
Se coloca la poly-L-lisina 24 horas antes manteniendo las placas en 
estufa a 37ºC. Posteriormente se realizan dos lavados con PBS y uno 
con RPMI previo a la siembra de los linfocitos. Usamos 60.000 
linfocitos por pocillo que se incuban en 200µl de medio y 40µl de Aβ. 
Los fluorocromos utilizados fueron: anexina V como marcador de 
apoptosis temprana ya que se une a la fosfatidilserina, molécula que 
es transportada a la cara externa de la membrana celular durante las 
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primeras fases de la apoptosis; yoduro de propidio como marcador 
de necrosis y apoptosis tardía, pues se une a las cadenas de ADN para 
lo cual precisa la ruptura de la membrana celular; Bibenzimida 
Hoechst 34580 como marcador nuclear ya que se une a la cromatina; 
marcador de caspasas 3-7. Todos los fluorocromos fueron 
proporcionados por la empresa Molecular Probes (Invitrogen 
Corporation). 
La cuantificación de fluorescencia de los distintos fluorocromos la 
realizamos utilizando el Leica Confocal Software (LCS Lite Versión). 
Los resultados se expresan en porcentaje de células marcadas tras 
cuantificación y análisis de 200 linfocitos (4-6 campos) por sujeto. 
 
10.- PCR de enzimas antioxidantes y enzimas relacionadas con tau. 
El ARN se aisló de los linfocitos con el kit PARISTM Protein and 
RNA Isolation System (Ambion; Catalog nº #1921; Austin, TX) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante.  
Para las reacciones de transcripción reversa (TR), 1 ug de ARN 
purificado se retro-transcribió utilizando random hexamers con el 
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HighCapacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, P/N: 4322171; 
Foster City, CA). Las condiciones de la TR fueron una incubación 
inicial a 25ºC durante 10 minutos, seguida por la reacción de síntesis 
de cDNA a 37ºC durante 120 min y un paso de inactivación final de 5 
min a 95ºC. 
La medida de los niveles de mRNA se determinó mediante PCR 
cuantitativa con el ABI Prism 7900 HT Fast Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Los primers específicos 
utilizados fueron obtenidos de la empresa Qiagen (Applied 
Biosystems, P/N 4309155; Foster City, CA). Las condiciones de la PCR 
fueron 10 min a 95ºC para activar el enzima, seguido por 40 ciclos de 
15 seg a 95 ºC; 1 min a 60ºC. Los niveles de expresión de 
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se midieron en 
todas las muestras con el objetivo de normalizar la expresión de cada 
uno de los genes, la calidad del RNA y la eficiencia de la transcripción 
reversa. Cada muestra se analizó por triplicado y la expresión se 




11.-Estudio de la expresión de calcineurina, RCAN 1.4 y GSK3β 
mediante electroforesis y western blotting. 
La electroforesis es un transporte bajo la acción de un campo 
eléctrico. La electroforesis en geles con una matriz de poliacrilamida, 
comúnmente denominada electroforesis en poliacrilamida, se utiliza 
mayoritariamente para la separación de proteínas.  Concretamente 
se utilizó el PAGE en condiciones desnaturalizantes. En presencia de 
algunos compuestos químicos  las proteínas pierden su estructura 
nativa. Tales compuestos, agentes desnaturalizantes, producen el 
desplegamiento de la proteína que aparece así sin la organización 
tridimensional característica de su función biológica. La combinación 
de un detergente desnaturalizante (SDS)  y un agente reductor (β-
mercaptoetanol) es la  que se utilizó.   
 Los complejos SDS-proteína se separan estrictamente según 
su tamaño molecular y, así, es posible estimar su masa molecular. En 
presencia de una concentración de SDS superior a 8 mM, las 
proteínas unen 1,4 g de SDS por gramo de proteínas, lo que equivale 
a la unión de una molécula de SDS por cada 2 aminoácidos. Las 
cargas propias de las proteínas quedan así enmascaradas o anuladas. 
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Como cada molécula de SDS proporciona una carga negativa (del 
grupo SO4-), los complejos proteína/SDS están cargados 
negativamente de forma uniforme. La separación, por tanto, 
depende de un parámetro físico-químico, la masa molecular, que se 
puede calcular. Utilizando esta técnica se estudio la expresión 
calcineurina, RCAN 1.4 y GSK3β del citosol de linfocitos. Todas ellas 
se valoraron utilizando como referencia los niveles de tubulina. 
 Se cargaron 30 µg de proteína citoplasmática en geles 
discontinuos al 12% de Acrilamida (29:1 Acrilamida:Bisacrilamida) 
con un 0,1% de SDS, sobre los que se aplicó un campo eléctrico de 
voltaje constante de 100 Voltios durante al menos 2 horas en tampón 
Tris-Glicina (25 mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3). 
  Una vez finalizado el desplazamiento electroforético el gel es 
transferido (Western Blotting) a una membrana de nitrocelulosa 
(Schelider & Schuel, USA) mediante electrotransferencia en 
condiciones húmedas por medio del sistema Mini-protean II (Bio-Rad, 
USA).  
 El proceso se desarrolla durante 2 horas, a una temperatura 
de 4ºC, una intensidad constante de 300 mAmperios, en tampón de 
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transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, pH 
8,3). 
 11.1 Visualización: 
1.- Tras la transferencia las membranas se incuban 60 minutos a 
temperatura ambiente en tampón de bloqueo: 5% p/v de leche 
desnatada en polvo, 0,1% Tween-20 en 1XTBS (20 mM Tris, 137 mM 
NaCl, pH 7,6).  
2.-  Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T. 
3.- Las membranas se incuban durante  toda la noche a 4ºC con 
agitación orbital en tampón de anticuerpo (5% BSA, 0,1 % Tween-20 
en 1XTBS) y con  las correspondientes diluciones de anticuerpos 
primarios (Cell Signaling Technology).  
4.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T. 
5.-Las membranas son incubadas 60 minutos con el anticuerpo 
secundario conjugado con peroxidasa de rábano, anti-IgG de conejo 
preparado en burro, (Cell Signaling Technology). El anticuerpo se 
disuelve en tampón de bloqueo (1:2000). 
6.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T. 
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7.- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL (Amersham 
Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a autorradiografía con 
films de fotografía (KODAK X-OMAT). 
Las imágenes obtenidas fueron escaneadas y mediante el programa 
PrestoPage manager para EPSON, almacenadas en formato digital TIF 
para poder ser densitometradas utilizando el software “ Analysis 3”. 
 
12.- Método ELISA. 
El ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: Ensayo de 
Inmunoadsorción Ligado a Enzima) es una técnica de ensayo 
inmunoenzimático que permite la detección tanto de antígenos como 
de anticuerpos (Engvall E y cols., 1971). 
Se basa en la premisa de que un inmunoreactivo puede ser 
inmovilizado en una fase sólida y su reactivo recíproco puede unirse a 
una enzima; en ambos casos las sustancias retienen su actividad 
inmunológica donde la reacción inmunógeno-anticuerpo es 
monitorizada midiendo la actividad de una enzima. 
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El ELISA de Sándwich o de captura se trata de un ensayo muy 
empleado en el que se recubre el pocillo con un primer anticuerpo 
anti-antígeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo se aplica la 
muestra problema en la que se encuentra el antígeno, que será 
retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. 
Después de un segundo lavado que elimina el material no retenido se 
aplica una solución con un segundo anticuerpo anti-antígeno 
marcado. Así pues cada molécula de antígeno estará unida a un 
anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al 
menos, que lo marca. 
Utilizamos la técnica de ELISA con kits comerciales para las 
determinaciones de Citocromo C y colesterol oxidado (Calbiochem) y 
de TNFα (Raybiotech). 
 
13.-Preparación de la muestra para medir TNFα. 
 Este experimento se realizó según la técnica de la Dra. de la 
Fuente, catedrática del Departamento de Fisiología de la Universidad 
Complutense de Madrid (Arranz L y cols., 2009). 
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 Incubamos 2 ml de sangre total en tubo con citrato con 400µl de 
Aβ durante 24 horas en agitación. Se utilizaron 3 tubos por paciente, 
uno con sangre sin Aβ como control y dos con Aβ 1-42 y Aβ42-1 cada 
uno. Posteriormente se extrae 500µl de sangre de cada tubo a un 
épendorf estéril y se le añade 500µl de medio RPMI sin glutamina y 
10µl de lipopolisacárido (LPS) (Sigma Co.) a una concentración de 
25µgr/ml. Estos épendorf permanecerán abiertos en estufa a 37ºC 
durante 4 horas. Tras esto se centrifugan a 2.300 rpm a 4ºC durante 
10 minutos y se extrae el sobrenadante que puede ser conservado a  
-80ºC hasta su análisis. 
 
14.- Análisis estadístico. 
 Las comparaciones de 2 medias en muestras paramétricas se 
realizaron mediante el test T de Student y en muestras no 
paramétricas se compararon con el test Mann-Whitney. Cuando la 
comparación de medias implica más de 2 se usaron el test ANOVA 




Las correlaciones simples en muestras paramétricas se 
realizaron por medio de la correlación de Pearson y en muestras no 
paramétricas con el test de Spearman. También se usaron modelos 
de regresión lineal simple y regresiones lineales múltiples en el caso 














ANEXO 1. ENCUESTA DE RECOGIDA DE DATOS 
 CASO 
 CONTROL               
NUMERO:______                                            





SEXO:                                        
EDAD:                        
DATOS DEL PROGENITOR: 
NOMBRE:________________________________________________ 
DIAGNÓSTICO: 
EDAD DE INICIO: 
 
ANTECEDENTES PERSONALES: 
 DIABETES MELLITUS 
 HTA:       CONTROLADA           GRAVE MAL CONTROLADA 
 INSUFICIENCIA RENAL :      LEVE                   GRAVE 
 TABAQUISMO:      ACTIVO      EXFUMADOR.     CIG/ DIA__ 
 ALCOHOLISMO:           ACTIVO                EXBEBEDOR 




 ENFERMEDAD DEGENERATIVA: ELA, ETC. 
 ENFERMEDADES AUTOINMUNES 
 SIDA 
 HEPATITIS CRÓNICA ACTIVA 


























- Test de memoria de Rey: MCP____/  
APRENDIZ.___/____/____/____/ MLP_____ 
- STROOP: 














ANEXO 2. ESCALA DE DEPRESIÓN DE HAMILTON 
Humor deprimido (tristeza, depresión, desamparo, inutilidad) 
0 puntos - Ausente. 
1 punto - Estas sensaciones se indican solo al ser preguntados. 
2 puntos - Estas sensaciones se relatan oral y espontáneamente. 
3 puntos - Sensaciones no comunicadas verbalmente, sino por la 
expresión facial, postura, voz o tendencia al llanto. 
4 puntos - El paciente manifiesta estas sensaciones en su 
conunicación verbal y no verbal de forma espontánea. 
 
Sensación de culpabilidad 
0 puntos - Ausente. 
1 punto - Se culpa a sí mismo, cree haber decepcionado a la gente. 
2 puntos - Ideas de culpabilidad, o meditación sobre errores pasados 
o malas acciones. 
3 puntos - La enfermedad actual es un castigo. Ideas delirantes de 
culpabilidad. 
4 puntos - Oye voces acusatorias o de denuncia y/o experimenta 
alucinaciones visuales amenazadoras. 
 
Idea de suicidio 
0 puntos - Ausente. 
1 punto - Le parece que la vida no merece la pena ser vivida. 
2 puntos - Desearía estar muerto o tiene pensamientos sobre la 
posibilidad de morirse. 
3 puntos - Ideas o amenazas de suicidio. 




0 puntos - Ausente. 
1 punto - Dificultades ocasionales para dormirse, por ejemplo más de 
media hora. 
2 puntos - Dificultades para dormirse cada noche. 
 
Insomnio medio 
0 puntos - Ausente. 
1 punto - El paciente se queja de estar inquieto durante la noche. 
2 puntos - Está despierto durante la noche; cualquier ocasión de 
levantarse de la cama se puntúa como 2, excepto si está justificada 
(orinar, tomar o dar medicación...). 
 
Insomnio tardío 
0 puntos - Ausente. 
1 punto - Se despierta a primeras horas de la madrugada pero vuelve 
a dormirse. 
2 puntos - No puede volver a dormirse si se levanta de la cama. 
 
Problemas en el trabajo y actividades 
0 puntos - Ausentes. 
1 punto - Ideas y sentimientos de incapacidad. Fatiga o debilidad 
relacionadas con su trabajo, actividad o aficiones. 
2 puntos - Pérdida de interés en su actividad, aficiones o trabajo, 
manifestado directamente por el enfermo o indirectamente por 
desatención, indecisión y vacilación. 
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3 puntos - Disminución del tiempo dedicado a actividades o descenso 
en la productividad. 
4 puntos - Dejó de trabajar por la presente enfermedad. 
 
Inhibición  
0 puntos - Palabra y pensamiento normales. 
1 punto - Ligero retraso en el diálogo. 
2 puntos - Evidente retraso en el diálogo. 
3 puntos - Diálogo difícil. 
4 puntos - Torpeza absoluta. 
 
Agitación 
0 puntos - Ninguna. 
1 punto - "Juega" con sus manos, cabellos, etc. 
2 puntos - Se retuerce las manos, se muerde las uñas, los labios, se 
tira de los cabellos, etc. 
 
Ansiedad psíquica 
0 puntos - No hay dificultad. 
1 punto - Tensión subjetiva e irritabilidad. 
2 puntos - Preocupación por pequeñas cosas. 
3 puntos - Actitud aprensiva aparente en la expresión o en el habla. 





Ansiedad somática: signos o síntomas somáticos concomitantes de la 
ansiedad, como: 
• Gastrointestinales: boca seca, flatulencia, diarrea, eructos, 
retortijones.  
• Cardiovasculares: palpitaciones, cefalalgias.  
• Respiratorios: hiperventilación, suspiros.  
• Frecuencia urinaria.  
• Sudoración. 
0 puntos - Ausente. 1 punto - Ligera. 
2 puntos - Moderada. 3 puntos - Grave. 
4 puntos - Incapacitante. 
 
Síntomas somáticos gastrointestinales 
0 puntos - Ninguno. 
1 punto - Pérdida del apetito, pero come sin necesidad de que lo 
estimulen. Sensación de pesadez en el abdomen. 
2 puntos - Dificultad en comer si no se le insiste. Solicita o necesita 
laxantes o medicación intestinal o para sus síntomas 
gastrointestinales. 
 
Síntomas somáticos generales 
0 puntos - Ninguno. 
1 punto - Pesadez en la extremidades, espalda o cabeza. Dorsalgias, 
cefalalgias, mialgias. Fatigabilidad y pérdida de energía. 
2 puntos - Cualquiera de los síntomas anteriores se puntúa como 2 si 




Síntomas genitales como pérdida de la líbido y trastornos menstruales 
0 puntos - Ausentes. 
1 punto - Débiles. 
2 puntos - Graves. 
3 puntos - Incapacitantes. 
 
Hipocondría 
0 puntos - No la hay. 
1 punto - Preocupado de sí mismo (corporalmente). 
2 puntos - Preocupado por su salud. 
3 puntos - Se lamenta constantemente. Solicita ayudas, etc. 
4 puntos - Ideas delirantes hipocondríacas. 
 
Pérdida de peso (completar sólo A o B) 
A.- Según manifestaciones del paciente (primera evaluación) 
0 puntos - No hay pérdida de peso. 
1 punto - Probable pérdida de peso asociada con la enfermedad 
actual. 
2 puntos - Pérdida de peso definida según el enfermo. 
B.- Según pesaje por parte del médico (evaluaciones siguientes) 
0 puntos - Pérdida de peso inferior a 500 g por semana (de promedio). 
1 punto - Pérdida de peso de más de 500 g por semana (de 
promedio). 




Insight (conciencia de enfermedad) 
0 puntos - Se da cuenta de que está deprimido y enfermo. 
1 punto - Se da cuenta de su enfermedad pero atribuye la causa a la 
mala alimentación, clima, exceso de trabajo, virus, etc. 
2 puntos - Niega estar enfermo. 
El marco de referencia temporal es el momento de la entrevista, 
excepto para los ítems del sueño, que se refieren a los dos días previos. Se 
suma la puntuación de todos los ítems para obtener la puntuación global. 
Proporciona una puntuación de la gravedad del cuadro. 
 
PUNTUACIÓN TOTAL: 0-7: NORMAL; 8-12: DEPRESIÓN MAYOR; 13-17: 
DEPRESIÓN MODERADA;  
















Palabras Colores Palabras x 
colores 
Adultos jóvenes: 
De 16 a 44 años 
99 65 39 
Adultos: 
De 45 a 65 años 
99 58 34 
Adultos 
mayores: 
> 65 años 
76 31 25 
 
 
Puntos de corte para suponer lesión cerebral: 
P: 75;  C: 58;   PC: 25. 
 
Puntuación baja en P: dislexia pura, discapacidad o problemas 
psiquiátricos. 
Puntuación baja en todos los apartados: lesiones de hemisferio 
izquierdo o de tipo difuso.  
P normal, C y PC bajos: lesiones en hemisferio derecho 




















 1.- Descripción de la muestra. 
 Nuestra muestra consta de 33 casos y 21 controles. Los casos 
corresponden a sujetos hijos de pacientes con EA y genotipo ApoE 
4/4, con lo cual nos aseguramos un genotipo 3/4 o 4/4. Los controles 
son sujetos sanos de similar edad que los casos sin antecedentes 
familiares de EA. Respecto a la distribución por sexos: de los 21 
controles, 12 son mujeres (57%) y 9 hombres (43%); la misma 
proporción encontramos en los 33 casos, 57,5% mujeres y 42,5% 
hombres. Respecto a la edad, no existen diferencias significativas 
entre ambos grupos. La media de edad en los casos es de 41±7 años 
(máximo 53, mínimo 23). En el grupo control la media de edad es de 
39±8 años (máximo 55, mínimo 25). Respecto al genotipo ApoE: en el 
grupo control encontramos un 90,5% de genotipo ApoE 3/3 y un 
9,5% de genotipo indeterminado. En los casos existe un 45,5% de 
sujetos 3/4, 39,5% de 4/4 y un 15% con ApoE indeterminado. 
Respecto al nivel educacional, en el grupo control encontramos un 
57% de los sujetos con estudios universitarios, 23,8% con estudios 
secundarios y el 19% con estudios primarios. En los casos existe un 
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34% con estudios universitarios, 39% con estudios secundarios y 27% 
con estudios primarios, sin que estas diferencias sean 
estadísticamente significativas (Tabla 3). Si realizamos la clasificación 
de los sujetos respecto a su genotipo ApoE, no existen diferencias 
respecto a sexo y edad en los distintos grupos, sí existe mayor 
porcentaje de sujetos con estudios primarios entre los sujetos con 









Tabla 3. Descripción de la muestra según casos y controles. 
 
Tabla 3. Tabla descriptiva de las características de edad, sexo, genotipo ApoE 
y nivel de estudios entre casos (n=33) y controles (n=21), expresado en 
porcentaje sobre el total en el caso de sexo, genotipo ApoE y nivel de 





Tabla 4. Descripción de la muestra según ApoE 
 
Tabla 4. Tabla descriptiva de  las características de edad, sexo y nivel de 
estudios entre los distintos subrupos según ApoE (ApoE 3/3 n= 18, ApoE 3/4 
n= 15, ApoE 4/4 n= 13), expresado en porcentaje sobre el total en el caso de 
sexo y nivel de estudios, y expresado como la media ± desviación estándar 
















2.- Resultados sobre cognición. 
 2.1 Quejas subjetivas de memoria: 
 Encontramos un mayor porcentaje de quejas de memoria 
entre los casos que entre los controles (39% vs 5%) sin que en este 
resultado influya la edad ni el sexo ni el nivel de estudios de los 
sujetos. Tampoco existe relación con el antecedente de depresión de 
los sujetos (Gráfico 1). Cuando clasificamos a los sujetos según 
genotipo ApoE encontramos un 7% de quejas cognitivas en los 3/3, 
un 47% en los 3/4  y un 33% en los 4/4, siendo estas diferencias 

















Gráfico 1. Diferencias entre el porcentaje de sujetos que refieren quejas de 
memoria entre los grupos casos (n=33) y controles (n=21). La diferencia 




GRAFICO 2. Diferencias entre quejas cognitivas entre los diferentes 
genotipos de ApoE 
 
Gráfico 2. Diferencias entre el porcentaje de sujetos que refieren quejas de 
memoria entre los grupos ApoE 3/3 (n=18), ApoE 3/4 (n=15) y ApoE 4/4 
(n=13). La diferencia significativa se expresa como (*) p<0,05 entre el grupo 

































 2.2 Test Neuropsicológicos: 
  2.2.1 Test de Stroop: 
 Realizamos el test Stroop a 52 de los 54 sujetos de nuestra 
muestra. Analizamos por separado los tres apartados de los que se 
compone este test: stroop palabras (p), stroop colores (c), stroop 
palabrasxcolores (pc). Se han detectado 2 sujetos con valores en el 
límite de la normalidad (caso 2 (ApoE 4/4): p 85, c 73, pc 20;  y caso 
10 (ApoE indeterminado): p 71, c 52, pc 33), ambas mujeres de 
aproximadamente 45 años y ambas con estudios primarios, una de 
ellas (caso 2) con síndrome depresivo en tratamiento, la otra sin 
antecedentes de interés ni consumo de fármacos. El resto de sujetos 
presentaron puntuaciones dentro de los límites de la normalidad. 
 No encontramos en nuestra muestra diferencias significativas 
entre casos y controles. Cuando clasificamos la muestra en 3 grupos 
según el genotipo ApoE encontramos una tendencia a presentar 
peores resultados en los sujetos con genotipo 4/4, tendencia que se 
observa con mayor claridad en el apartado stroop palabras si 
comparamos los grupos 3/3 y 4/4  y en los apartados de stroop 
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colores y palabrasxcolores si comparamos los grupos 3/4 vs 4/4 
(Gráfico 3).  
Encontramos una menor puntuación en el conjunto del test 
con la edad siendo esta diferencia estadísticamente significativa 
cuando comparamos a los sujetos menores y mayores de 40 años 
(Gráfico 4).  
También encontramos que el test Stroop se encuentra muy 
influenciado por el nivel educacional (Gráfico 5), sobre todo  en los 
apartados de stroop palabras (90 en estudios primarios vs 111 en 
universitarios, p<0.001) y stroop palabrasxcolores (37 vs 50, 
p<0.001). Cuando analizamos los resultados clasificando la muestra 
por subgrupos según el nivel educacional, en el subgrupo de estudios 
universitarios encontramos peores puntuaciones en los sujetos 4/4 
respecto a los 3/3 siendo esta diferencia mayor para el apartado 






GRÁFICO 3. Diferencias en el Test de Stroop según genotipo ApoE. 
Gráfico 3. Diferencias entre las puntuaciones del test Stroop en sus tres 
apartados (p=palabras; c=colores; pc=palabrasxcolores) en los subgrupos 
por genotipo ApoE (3/3 n=18; 3/4 n=15; 4/4 n=13) expresado como número 
de palabras en 45 segundos. La diferencia significativa se expresa como (*) 
p<0.05 entre los grupos ApoE 3/4 vs 4/4.  
 
GRAFICO 4. Diferencias en el Test de Stroop según edad. 
 
Gráfico 4. Diferencias entre las puntuaciones del test Stroop en sus tres 
apartados (p=palabras; c=colores; pc=palabrasxcolores) en los subgrupos 
por edad (mayores de 40 años n=29; menores de 40 años n= 23). La 






























GRÁFICO 5. Diferencias en el Test de Stroop según nivel educacional. 
 
 
Gráfico 5. Diferencias entre las puntuaciones del test Stroop en sus tres 
apartados (p=palabras; c=colores; pc=palabrasxcolores) en los subgrupos 
por nivel educacional (estudios primarios n=13; estudios secundarios n=18; 
estudios universitarios n=21). Diferencia estadística expresada como sigue: 
(*) p<0,05 entre los grupos estudios primarios vs secundarios; (#) p<0,001 
entre los grupos de estudios primarios vs universitarios; (∆) p< 0,05 entre los 






































GRÁFICO 6. Diferencias en Test Stroop según ApoE y nivel 
educacional 
 
Gráfico 6. Diferencias entre las puntuaciones del test Stroop en sus tres 
apartados en los subgrupos según genotipo ApoE y nivel de estudios (P: 
estudios primarios, ApoE 3/3 n=3, ApoE 3/4 n=2, ApoE 4/4 n=4; S: estudios 
secundarios, ApoE 3/3 n=6, ApoE 3/4 n=7, ApoE 4/4 n=4; U: estudios 
universitarios ApoE 3/3 n=10, ApoE 3/4 n=6, ApoE 4/4 n=5). Significación 
estadística expresada como (*) p=0.06 entre el subgrupo de estudios 
universitarios con ApoE 3/3 vs los grupos 3/4 y 4/4 con el mismo nivel de 
estudios. 


















 2.2.2 Test de Memoria de Rey: 
 Realizamos el test a 52 sujetos de los 54 de nuestra muestra. 
Cuando analizamos los resultados por ApoE encontramos una 
tendencia a presentar peores resultados en los sujetos 4/4 sin ser 
estas diferencias estadísticamente significativas (Gráfico 7).  
Observamos una influencia de la edad en este test en sus tres 
apartados presentando peores puntuaciones los sujetos de mayor 
edad (Gráfico 8). Cuando hacemos subgrupos por edad y analizamos 
en cada subgrupo la muestra por ApoE se sigue manteniendo la 
tendencia de presentar peores resultados los sujetos 4/4 pero sin 
diferencias significativas (p=0,08 en mcp 4/4 vs 3/4 en el subgrupo de 
mayores de 40 años). 
Encontramos que existe una gran influencia del nivel 
educacional sobre este test siendo mejores las puntuaciones a mayor 
nivel de estudios (Gráfico 9, p<0,001 primarios vs universitarios; 
p<0,05 secundarios vs universitarios). Cuando subdividimos nuestra 
por nivel educativo y vemos las diferencias entre casos y controles 
encontramos menores puntuaciones en los casos con estudios 
universitarios que en los controles del mismo nivel educacional, 
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siendo esta diferencia significativa para la memoria a largo plazo y 
aprendizaje (p<0,05). Por tanto nuestra muestra se comporta de 
similar manera en ambos test en los que encontramos peores 
puntuaciones en los casos con nivel de estudios universitario 
respecto a los controles (Gráfico 10). Cuando en este subgrupo se 
hace el análisis por ApoE se sigue manteniendo la tendencia de 













GRÁFICO 7. Diferencias en Test de Memoria de Rey según genotipo 
ApoE 
 
Gráfico 7. Diferencias en las puntuaciones del test de memoria de Rey en sus 
tres apartados (mcp= memoria a corto plazo; aprendizaje; mlp= memoria a 
largo plazo o de retención) entre los distintos grupos según genotipo ApoE 
(ApoE 3/3 n=18, 3/4 n=15; 4/4 n=13) 
 
GRÁFICO 8. Diferencias en el Test de Memoria de Rey según edad. 
  
Gráfico 8. Diferencias entre las puntuaciones del test de Rey en sus tres 
apartados (mcp= memoria a corto plazo; aprendizaje; mlp= memoria a largo 
plazo o de retención) en los subgrupos por edad (> 40 años n=29; <40 años 



































GRÁFICO 9. Diferencias en el Test de Memoria de Rey según  nivel 
educacional. 
 
Gráfico 9. Diferencias entre las puntuaciones del test de memoria de Rey  en 
sus tres apartados (mcp= memoria a corto plazo; aprendizaje; mlp= 
memoria a largo plazo o de retención) en los subgrupos por nivel 
educacional (estudios primarios n=13; estudios secundarios n=18; estudios 
universitarios n=21). Diferencia estadística expresada como sigue: (#) 
p<0,001 entre los grupos de estudios primarios vs universitarios. (*) p<0,05 
entre los grupos de estudios primarios vs universitarios. ($) p<0,05 entre los 
grupos de estudios primarios vs secundarios. (&) p<0,05 entre los grupos de 





























GRÁFICO 10. Diferencias entre casos y controles en los test 
neuropsicológicos en el subgrupo con estudios universitarios. 
 
 
Gráfico 10. Diferencias entre las puntuaciones del test de memoria de Rey  
en sus tres apartados (mcp= memoria a corto plazo; aprendizaje; mlp= 
memoria a largo plazo o de retención) y entre las puntuaciones del test 
Stroop en sus tres apartados (p=palabras; c=colores; pc=palabrasxcolores) 
entre los sujetos con estudios universitarios divididos según correspondan al 
grupo de casos (n=11) o controles (n=10). Significación estadística expresada 

























GRÁFICO 11. Diferencias entre grupos por ApoE en los test 




Gráfico 11. Diferencias entre las puntuaciones del test de memoria de Rey  
en sus tres apartados (mcp= memoria a corto plazo; aprendizaje; mlp= 
memoria a largo plazo o de retención) y entre las puntuaciones del test 
Stroop en sus tres apartados (p=palabras; c=colores; pc=palabrasxcolores) 
entre los sujetos con estudios universitarios divididos según correspondan al 
grupo de genotipo ApoE 3/3 (n=10), ApoE 3/4 (n=6) o 4/4 (n=5). 
Significación estadística expresada como sigue: (*) p=0,09 entre grupos 3/3 









3.- ApoE y relación con la depresión. 
 Todos los casos de depresión encontrados en nuestra 
muestra (5 en total, 3 con depresión leve reactiva y 2 con depresión 
moderada o severa), se encuentran entre los sujetos con al menos un 
alelo 4 de la ApoE, un 16% de los sujetos con ApoE 3/4 y un 13% de 
los sujetos 4/4, sin embargo los dos casos de depresión moderada-
severa presentan ApoE 4/4 (Gráfico 12). 
 
GRÁFICO 12. Genotipo ApoE y Síndrome depresivo 
 
Gráfico 12. Porcentaje de sujetos con sndr. depresivo en los distintos grupos 
según genotipo ApoE (ApoE 3/3 n=18; Apoe 3/4 n=15; ApoE 4/4 n=13). 















  * 
  * 
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4.- Resultados analíticos. 
 4.1 Colesterol: 
 Medimos mediante análisis clínicos el colesterol total, LDL y 
HDL-colesterol y cantidad de ApoE de 19 controles y 32 casos. 
Analizamos mediante kit de ELISA el colesterol oxidado en plasma y 
su porcentaje respecto al colesterol total. Dada la gran influencia del 
sexo sobre estos parámetros analizamos primeramente la diferencia 
entre hombres y mujeres y objetivamos que en los primeros existe 
mayor cantidad de colesterol total y de LDL-colesterol, menor HDL-
colesterol y mayor cantidad de ApoE que en las mujeres (Gráfico 13). 
Dividimos cada uno de los grupos (hombres y mujeres) en dos 
subgrupos según sean casos o controles. No existen diferencias en el 
grupo de hombres (Gráfico 14), pero en el caso de las mujeres 
encontramos menor cantidad de HDL-colesterol en aquellas con alelo 
4 de la ApoE respecto a aquellas con genotipo 3/3 (Gráfico 15).   
La toma de estatinas puede ser un factor de confusión en 
nuestra muestra. Encontramos que el 8% de los sujetos con ApoE 4 
toman dicha medicación en contraste con el 0% de los sujetos con 
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ApoE 3/3. Si eliminamos los sujetos en tratamiento con estatinas los 
resultados no varían. 
 
 4.2 Hemograma y metabolismo férrico:  
  4.2.1 Hemograma: 
 Mediante analisis clínicos medimos la cantidad de hematíes, 
hemoglobina y hematocrito en 19 controles y 33 casos. Como ocurría 
con el colesterol existen diferencias respecto al sexo siendo estos 
parámetros más altos en los hombres que en las mujeres (Gráfico 
16). Al analizar las muestras de cada subgrupo no encontramos 
diferencias respecto al genotipo ApoE (Gráfico 17). 
 
  4.2.2 Metabolismo férrico: 
 Analizamos mediante análisis clínicos los niveles de hierro 
sérico, transferrina (transfer), índice de saturación de transferrina 
(ist) y ferritina en 30 casos y 18 controles. Igual que en los resultados 
analíticos anteriores encontramos dichos parámetros muy 
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influenciados por el sexo, encontrándose más elevados en los 
hombres el hierro sérico, ist y ferritina que en las mujeres y en éstas 
mayor cantidad de transferrina (Gráfico 18).  
Cuando analizamos los resultados según el genotipo de la ApoE existe 
mayor cantidad de ferritina en los sujetos ApoE 3/3 respecto a los 
3/4. Estos resultados se mantienen cuando realizamos la misma 
estadística en el subgrupo de los hombres (Gráfico 19), mientras que 
no encontramos diferencias en el de las mujeres (Gráfico 20). 
 
 4.3 Zinc y cobre: 
 Analizamos mediante análisis clínicos los niveles de cobre (cu) 
y zinc (zn) séricos en 15 controles y 31 casos de nuestra muestra. No 
existen diferencias en sus niveles respecto al genotipo ApoE. Sí que 
encontramos menores valores de cobre en los hombres respecto a 
las mujeres (p<0,001). Cuando subdividimos la muestra en hombres y 
mujeres encontramos mayor cantidad de cobre en los sujetos 3/4 
respecto a los 4/4 (p=0,07). No existen diferencias en los valores de 


























Gráfico 13. Diferencias entre distintos parámetros del metabolismo del 
colesterol (COL: colesterol total; HDL: HDL-colesterol; LDL: LDL-colesterol; 
COL OX: colesterol oxidado; %COL OX: porcentaje colesterol oxidado 
respecto al colesterol LDL) según sexo (hombres n=23; mujeres n=28). 
Significación estadística expresada como (*) p<0,05 entre hombres y 
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GRÁFICO 14. Metabolismo colesterol en hombres según ApoE 
 
Gráfico 14. Diferencias entre distintos parámetros del metabolismo del 
colesterol (COL: colesterol total; HDL: HDL-colesterol; LDL: LDL-colesterol; 
COL OX: colesterol oxidado; %COL OX: porcentaje colesterol oxidado 
respecto al colesterol LDL) en el subgrupo de hombres según su genotipo 
ApoE (ApoE 3/3 n=9; 3/4+4/4 n=13) 
 





Gráfico 15. Diferencias entre distintos parámetros del metabolismo del 
colesterol (COL: colesterol total; HDL: HDL-colesterol; LDL: LDL-colesterol; 
COL OX: colesterol oxidado; %COL OX: porcentaje colesterol oxidado) en el 
subgrupo de mujeres según su genotipo ApoE (ApoE 3/3 n=10; 3/4+4/4 
n=14). Significación estadística expresada como (*) p<0,05. 
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Gráfico 16. Diferencias en los valores de hemograma entre hombres (n=23) 
y mujeres (n=29). Dado que cada parámetro se expresa en unidades 
distintas, éstas se especifican como sigue: HEMA: nº hematíes (x10^12/L); 
HB: hemoglobina (gr/dL); HTO: hematocrito (%). La significación estadística 
se expresa como (*)= p<0,001. 
 





Gráfico 17. Diferencias en los valores de hemograma entre hombres y 
mujeres según su genotipo ApoE (ApoE 3/3 mujeres n=10, hombres n=9; 
ApooE 3/4 mujeres n=8, hombres n=6; ApoE 4/4 mujeres n=6, hombres n=7) 


























hierro transfer ist ferrit
HOMBRES MUJERES
 
Gráfico 18. Diferencias en los valores de distintos parámetros del 
metabolismo férrico entre hombres (n=22) y mujeres (n=26). Dado que cada 
parámetro se expresa en unidades distintas, éstas se especifican como 
sigue: hierro (hierro sérico): µg/dL; transferrina: mg/dL; ist (índice de 
saturación de trasnferrina): %; ferritina: ng/mL. La significación estadística 























hierro transfer ist ferrit
3/3 3/4 4/4
 
Gráfico 19. Diferencias en los valores de distintos parámetros del 
metabolismo férrico en el subgrupo de los hombres según genotipo ApoE 
(ApoE 3/3 n=8; 3/4 n=6; 4/4 n=7). La significación estadística se expresa 
como (*) p<0,05 entre los grupos 3/3 y 3/4. 
 










hierro transfer ist ferrit
3/3 3/4 4/4
 
Gráfico 20. Diferencias en los valores de distintos parámetros del 
metabolismo férrico en el subgrupo de mujeres según genotipo ApoE (ApoE 

















Gráfico 21. Diferencias en los niveles de cobre (CU) y zinc (ZN) en los 
distintos grupos según ApoE (ApoE 3/3 n=15; 3/4 n=15; 4/4 n=13) 
 
GRÁFICO 22. Niveles de cobre y zinc según sexo. 
 
Gráfico 22. Diferencias en los niveles de cobre (CU) y zinc (ZN) en los 
distintos grupos según sexo (hombres n=20; mujeres n=26). Significación 


























Gráfico 23. Diferencias en los niveles de cobre (CU) y zinc (ZN) en el 
subgrupo de mujeres según genotipo ApoE (3/3 n=8, 3/4 n=8, 4/4 n=6) 
 










Gráfico 24. Diferencias en los niveles de cobre (CU) y zinc (ZN) en el 
subgrupo de hombres según genotipo ApoE (3/3 n=7, 3/4 n=6, 4/4 n=7). 







5.- ApoE y estrés oxidativo. 
 5.1. Glutatión: 
  5.1.1 Glutatión basal: 
Al analizar los niveles de glutatión en sangre total basal (la 
muestra se trata en el momento de la extracción) encontramos 
mayor glutatión oxidado (GSSG)  y un mayor ratio (GSSG/GSHX100) 
en los controles que en los casos siendo estas diferencias 
estadísticamente significativas. Encontramos también menor 
cantidad de glutatión reducido (GSH), aunque las diferencias no son 
significativas (Gáficos 25-27). 
Cuando analizamos los resultados de glutatión en los 
distintos subgrupos por ApoE encontramos menor cantidad de GSSG 
a mayor carga de alelo 4, con diferencias significativas entre los 
grupos 3/3 vs 4/4 (Gráfico 28). Lo mismo ocurre con el GSH (mas 
cantidad 4/4>3/4>3/3), aunque sin diferencias significativas (Gráfico 
29). 
No existen diferencias en los valores basales de glutatión 
entre sexos, tampoco encontramos una correlación con la edad. Sí 
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que encontramos influencia del tabaquismo en los resultados, 
existiendo mayor cantidad de GSSG en los sujetos que fuman (65 vs 
41 nmol/ml p<0.05) así como menor cantidad de GSH (3.600 vs 4.100 
nmol/ml). Por tanto repetimos los cálculos eliminando a los sujetos 
fumadores de la muestra y observamos que se mantiene el patrón de 
una mayor cantidad de GSSG  y mayor ratio entre los controles 
respecto a los casos. Cuando realizamos subgrupos por ApoE 
encontramos menor GSSG y mayor GSH a mayor carga de alelo 4 de 











GRÁFICO 25. Diferencia en niveles de glutatión oxidado (GSSG) en 





Gráfico 25. Diferencia en los niveles de GSSG en sangre basal (muestra 
procesada inmediatamente tras la extracción) entre los grupos casos (n=33) 
y controles (n=21). Significación estadística expresada como (*) p<0,05. 
 
GRÁFICO 26. Diferencias entre ratio GSSG/GSH en sangre basal entre 
casos y controles. 
 
Gráfico 26. Diferencia en el ratio GSSG/GSH en sangre basal (muestra 
procesada inmediatamente tras la extracción) entre los grupos casos (n=33) 
































GRÁFICO 27. Diferencias entre niveles de glutatión reducido (GSH) en 
sangre basal entre casos y controles. 
 
 
Gráfico 27. Diferencia en los niveles de GSH en sangre basal (muestra 
procesada inmediatamente tras la extracción) entre los grupos casos (n=33) 














GRÁFICO 28. Diferencia en niveles de glutatión oxidado (GSSG) en 






Gráfico 28. Diferencia en los niveles de GSSG en sangre basal (muestra 
procesada inmediatamente tras la extracción) entre los grupos según ApoE 
(ApoE 3/3 n =19, 3/4 n=15, 4/4 n=13). La significación estadística se expresa 
como (*) p<0,05 entre los grupos 3/3 vs 4/4. 
 
GRÁFICO 29. Diferencia en niveles de glutatión reducido (GSH) en 
sangre basal según ApoE 
Gráfico 29. Diferencia en los niveles de GSH en sangre basal (muestra 
procesada inmediatamente tras la extracción) entre los grupos según ApoE 
























5.1.2 Glutatión tras incubación con Aβ: 
 La sangre de cada paciente se dividió en dos partes, una de 
ellas es incubada durante 24 horas con Aβ 1-42 y la otra con su 
péptido control 42-1 a una concentración de 20µm. Se realizó este 
experimento con la sangre de 27 sujetos (17 casos y 10 controles). Lo 
primero que analizamos es si la incubación con el péptido Aβ resulta 
en un aumento de estrés oxidativo para nuestra muestra.  
Como muestran los gráficos (Gráficos 30-31-32) existe mayor 
estrés oxidativo tras la incubación de la sangre, expresado tanto en 
aumento de GSSG y ratio y disminución de GSH (*=p<0,001 valores 
basales en sangre procesada tras su extracción  vs incubación con Aβ 
1-42 o 42-1 24 horas), pero esta diferencia es la misma tanto si 
incubamos con Aβ 1-42 o con su péptido control Aβ 42-1, con lo cual 
el péptido Aβ 1-42 no ha resultado tóxico para nuestra muestra en 
términos de estrés oxidativo y lo que objetivamos es el  efecto de una 
agresión común para las dos partes de la muestra como es la 
incubación durante 24 horas. 
Posteriormente analizamos los cambios en los niveles de 
GSSG, GSH y ratio respecto a los niveles basales tras la incubación 24 
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horas y encontramos un mayor aumento de GSSG en los controles 
que en los casos junto con mayor aumento de ratio, sin que estas 
diferencias sean estadísticamente significativas probablemente 
debido a un insuficiente tamaño muestral (Gráficos 33-34-35). 
Cuando dividimos la muestra por ApoE se observa una tendencia a 
presentar menor aumento de GSSG y ratio a mayor carga de alelo 4, 
pero sin significación estadística debido probablemente al número de 
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GRÁFICO 30. Diferencias en niveles de GSSG en sangre total tras 





Gráfico 30. Diferencia de los niveles de GSSG entre sangre basal (procesada 
tras extracción), tras incubación 24 horas con Aβ1-42 (GSSG 1-42) y tras 
incubación 24 horas con Aβ 42-1 (GSSG 42-1). n=27. Significación estadística 
expresada como (*) p<0,001 entre los grupos GSSG basal vs GSSG 1-42 y 
entre los grupos GSSG basal vs GSSG 42-1.  
 
GRÁFICO 31. Diferencias en niveles de GSH en sangre total tras 





Gráfico 31. Diferencia de los niveles de GSH entre sangre basal (procesada 
tras extracción), tras incubación 24 horas con Aβ1-42 (GSH 1-42) y tras 
incubación 24 horas con Aβ 42-1 (GSH 42-1). n=27. Significación estadística 
expresada como (*) p<0,001 entre los grupos GSH basal vs GSH 1-42 y entre 













GRÁFICO 32. Diferencias en ratio GSSG/GSH en sangre total tras 
incubación con Aβ 1-42 y 42-1 respecto a niveles basales. 
Gráfico 32. Diferencia en el ratio GSSG/GSH entre sangre basal (procesada 
tras extracción), tras incubación 24 horas con Aβ1-42 (ratio 1-42) y tras 
incubación 24 horas con Aβ 42-1 (ratio 42-1). n=27. Significación estadística 
expresada como (*) p<0,001 entre los grupos ratio basal vs ratio 1-42 y 






























GRÁFICO 33. Diferencias entre casos y controles en niveles de GSSG 
en sangre total tras incubación 24h  
Gráfico 33. Diferencias entre los niveles de GSSG en sangre total tras 
incubación 24 horas entre casos (n=17) y controles (n=10). 
 
GRÁFICO 34. Diferencias entre casos y controles en niveles de GSH en 
sangre total tras incubación 24h  
 
Gráfico 34. Diferencias entre los niveles de GSH en sangre total tras 

























GRÁFICO 35. Diferencias entre casos y controles en ratio GSSG/GSH 




Gráfico 35. Diferencias entre el ratio GSSG/GSH en sangre total tras 

















5.2 Enzimas antioxidantes: 
Medimos por PCR la cantidad de ARN de distintas enzimas 
antioxidantes en linfocitos aislados. Tomando como referencia la 
cantidad existente en los controles, encontramos un aumento 
significativo en los casos para las enzimas de síntesis de glutatión 
(GCLC, GCLM) y glutatión peroxidasa (GPx) (Gráfico 36). 
 Cuando analizamos los resultados por ApoE, tomando como 
referencia el grupo de sujetos con genotipo 3/3, encontramos una 
tendencia a presentar mayor ARN para los enzimas SOD y GCLM en 
los sujetos ApoE 3/4 que en los 4/4 pero sin diferencias significativas 









GRÁFICO 36. Sobreexpresión de enzimas antioxidantes en los sujetos 
casos respecto a los controles. 
 
 
Gráfico 36. Comparación de la expresión relativa de ARN en los casos de 
nuestra muestra (n=28), medido por PCR,  tomando como referencia los 
valores de los sujetos control (n=19), de distintos enzimas antioxidantes 
(GCLC: unidad catalítica de la glutamato cistein ligasa (GCL); GCLM: unidad 
moduladora de la GCL. GPx: glutatión peroxidasa; Cat: catalasa; SOD-Mn: 
superoxido dismutasa-manganeso; SOD-CU/ZN: superóxido dismutasa 
cobre/zinc). Significación estadística expresada como (*) p<0,05 entre la 





















respecto a control. 
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GRÁFICO 37. Sobreexpresión de enzimas antioxidantes en los sujetos 
casos respecto a los controles, según ApoE . 
 
Gráfico 37. Comparación de la expresión relativa de ARN en los sujetos de 
nuestra muestra con ApoE 3/4 (n=15) y ApoE 4/4 (n=13), medido por PCR,  
tomando como referencia los valores de los sujetos con ApoE 3/3 (n=19), de 
distintos enzimas antioxidantes (GCLC: unidad catalítica de la glutamato 
cistein ligasa (GCL); GCLM: unidad moduladora de la GCL. GPx: glutatión 
peroxidasa; Cat: catalasa; SOD-Mn: superoxido dismutasa-manganeso; SOD-



















Medimos peróxidos por citometría de flujo tanto en 
plaquetas como en linfocitos de las muestras de 16 controles y 26 
casos, sin que encontráramos diferencias entre ambos grupos, 
tampoco existen diferencias entre los distintos genotipos de la ApoE. 
Incubamos las muestras de cada sujeto con Aβ 1-42 y Aβ 42-1 
durante 24 horas y como ocurría en el caso del glutatión no 
encontramos diferencias entre incubar con el péptido tóxico o con su 
control y no existen diferencias significativas entre los niveles basales 










6.- ApoE y muerte celular. 
6.1 Caspasas: 
Estudiamos el nivel de caspasas 3-7, proteínas iniciadoras de 
la cascada apoptótica, mediante microscopio confocal en linfocitos 
aislados tras incubación con Aβ 1-42 y Aβ 42-1 a una concentración 
de 20µm durante 24 horas. El experimento se realiza con las 
muestras de 11 controles y 16 casos. Los resultados se expresan en 
porcentaje de linfocitos que se marcan con el fluorocromo 
correspondiente. Primeramente comparamos los resultados de toda 
la muestra dependiendo si la incubación se realizó con Aβ 1-42 o Aβ 
42-1 y no encontramos diferencias significativas, por lo tanto, el 
péptido Aβ no ha producido un aumento de activación de caspasas 
en nuestra muestra y lo que observamos es el llamado efecto de 
apoptosis espontánea al incubar los linfocitos 24 horas. Cuando 
comparamos los resultados entre casos y controles no encontramos 





6.2 Muerte celular: 
Analizamos el porcentaje de linfocitos muertos por apoptosis 
mediante tinción con anexina y yoduro de propidio tras incubación 
con Aβ 1-42 y Aβ 42-1. Nuevamente encontramos el mismo 
porcentaje de muerte celular con ambos péptidos. Cuando 
analizamos el resultado entre casos y controles encontramos mayor 
porcentaje de muerte celular en los controles que en los casos 
(Gráfico 39). 
No existe diferencias en el porcentaje de linfocitos marcados 
para caspasas ni diferencias en muerte celular cuando analizamos los 
datos según la edad de los sujetos, sí existe una mayor muerte celular 
en hombres que en mujeres, pero dado que existe similar porcentaje 
de mujeres en los grupos casos y controles, este hecho no influye en 
las diferencias encontradas en estos grupos. No obstante dividimos la 
muestra entre hombres y mujeres y comprobamos que se sigue 
manteniendo la tendencia de una mayor muerte celular en los 















GRÁFICO 38. Activación de caspasas tras incubación 24h en 
los distintos genotipos ApoE. 
 
Gráfico 38. Diferencias entre porcentaje de linfocitos con activación de 
caspasas entre los distintos grupos según ApoE (ApoE 3/3 n=11, 3/4 n=9, 4/4 
n=7) 
 
GRÁFICO 39. Muerte celular por apoptosis tras incubación 
24h en los distintos genotipos ApoE. 
Gráfico 39. Diferencias entre porcentaje de linfocitos en apoptosis (ANEX: 
linfocitos marcados con anexina (apoptosis precoz); ANEX+IP: linfocitos 
marcados con anexina y yoduro de propidio (apoptosis tardía); MUERTE: 
apoptosis precoz+tardía) entre los distintos grupos según ApoE (ApoE 3/3 
n=11, 3/4 n=12, 4/4 n=9). Significación estadística expresada como (*) 
p<0,05 entre el grupo 3/3 vs 3/4 y 4/4. 















7.- ApoE y alteración mitocondrial. 
7.1 Mitocondrias de plaquetas: 
Estudiamos el potencial de membrana mitocondrial (PMM) 
en plaquetas de las muestras obtenidas de 35 sujetos (13 controles y 
22 casos), tras incubación con Aβ 1-42 y Aβ 42-1, por citometría de 
flujo, estudiado como la cantidad de fluorescencia roja emitida por el 
fluorocromo JC-1. No encontramos diferencias del PMM en plaquetas 
tras incubar con Aβ 1-42 vs su péptido control. Encontramos un 
mayor PMM en los casos que en los controles (Gráfico 40). Cuando 
realizamos subgrupos según el genotipo ApoE encontramos una 
tendencia a presentar mayor PMM a mayor carga de ApoE 4 (Gráfico 
41). No existen diferencias respecto al sexo ni la edad. No existen 
diferencias respecto a la morfología y tamaño de las mitocondrias 
entre los distintos grupos.  
 
7.2 Mitocondrias de linfocitos: 
Comparamos el PMM de las muestras obtenidas de 35 
sujetos (13 controles y 22 casos), tras incubación con Aβ 1-42 y Aβ 
42-1, medido por citometría de flujo, estudiado como la cantidad de 
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fluorescencia roja emitida por el fluorocromo JC-1, de linfocitos 
aislados entre los grupos casos y controles y entre los grupos por 
genotipo ApoE sin que existan diferencias entre ellos. No 
encontramos diferencias del PMM en plaquetas tras incubar con Aβ 
1-42 vs su péptido control. Tampoco encontramos diferencias entre 
la morfología y tamaño de las mitocondrias de los distintos grupos. 
  
7.3 Liberación de citocromo C: 
Determinamos por kit de ELISA la cantidad de citocromo C en 
sobrenadante de muestra de linfocitos y plaquetas incubados con Aβ 
1-42 y 42-1, en 14 controles y 32 casos, y objetivamos mayor 
cantidad de citocromo C en las muestras de los sujetos controles 
respecto a nuestros casos (Gráfico 42), sin llegar a ser esta diferencia 
estadísticamente significativa (p=0,08). Como en anteriores 
experimentos, no existe diferencia en los valores de citocromo C si la 
















GRÁFICO 40. Diferencias en potencial de membrana mitocondrial 








Gráfico 40.  Diferencia en el PMM de plaquetas medido por citometría de 
flujo entre casos (n=22) y controles (n=13) tras incubación 24 hora. 
Significación estadística expresada como (*) p<0,05. 
 
GRÁFICO 41. Diferencias en PMM en 
plaquetas entre grupos por ApoE tras incubación 24h. 
 
Gráfico 41.  Diferencia en el PMM de plaquetas medido por citometría de 
flujo entre los distintos grupos según genotipo ApoE (3/3 n=13, 3/4 n=11, 














GRÁFICO 42. Diferencia entre casos y controles en cantidad de 
citocromo C en muestra de linfocitos y plaquetas incubados 24h 
 
 
Gráfico 42. Diferencia de cantidad de citocromo C medido por método ELISA 
de muestras de linfocitos y plaquetas incubados 24 horas, entre casos 













8.- ApoE y enzimas relacionadas con la fosforilización de la  proteína 
tau. 
 Analizamos por PCR la expresión de ARN de genes 
relacionados con la fosforilación de la proteína tau como son RCAN 
(proteína reguladora de la calcineurina) 1.1 y 1.4, calcineurina, PKR 
(protein-kinasa dependiente de RNA) y GSK3β (glucógeno sintasa 
kinasa 3β) en muestra de linfocitos aislados. Tomando como 
referencia los resultados en los sujetos 3/3, encontramos mayor 
expresión  de dichas enzimas en los sujetos con ApoE 3/4, siendo esta 
expresión mayor en los sujetos con ApoE 4/4 (Gráfico 43).  
 Por electroforesis y western blotting cuantificamos la 
cantidad de calcineurina, RCAN 1.4 y GSK3β en muestra de linfocitos 
aislados diferenciando 3 grupos respecto ApoE. Encontramos mayor 
cantidad de calcineurina y GSK3β en sujetos con 1 o 2 alelos 4 de la 
ApoE respecto a los sujetos con ApoE 3/3. Respecto a RCAN 1.4, 
encontramos mayor cantidad de proteína en sujetos ApoE 4/4 





GRÁFICO 43. Sobreexpresión de enzimas relacionadas con la 
fosforilización de tau en sujetos con ApoE 3/4 y 4/4 respecto a 
sujetos 3/3. 
 
Gráfico 43. Comparación de la expresión relativa de ARN en los sujetos de 
nuestra muestra con ApoE 3/4 (n=15) y ApoE 4/4 (n=13), medido por PCR,  
tomando como referencia los valores de los sujetos con ApoE 3/3 (n=19), de 
distintas enzimas relacionadas con la proteína tau (RCAN: proteína 
reguladora de la calcineurina, calcineurina, PKR: protein-kinasa dependiente 
de RNA y GSK3β: glucógeno sintasa kinasa 3β). Significación estadística 
expresada como (*) p<0,05 entre la expresión del enzima entre el grupo 



























































GRÁFICO 44. Cuantificación de proteínas relacionadas con la 




Gráfico 44. Cuantificación de calcineurina, RCAN 1.4 y GSK3β por 
electroforesis y Western blotting en sujetos con genotipo ApoE 3/3 (n=9), 
ApoE 3/4 (n=9) y ApoE 4/4 (n=9). Aumento estadísticamente significativo de 
calcineurina y GSK3β en grupos 3/4 y 4/4 respecto a 3/3. Aumento 










9.- Enzimas antioxidantes y enzimas relacionados con tau en sujetos 
con Enfermedad de Alzheimer. 
 Realizamos por PCR medición de expresión de enzimas 
antioxidantes  y de relación con fosforilación de tau en 11 sujetos con 
Enfermedad de Alzheimer y que presenten al menos un alelo 4 de la 
ApoE, comparado con controles del mismo sexo y edad. Encontramos 
mayor expresión de RCAN 1.4 y calcineurina y menor expresión de 











GRÁFICO 45. Expresión relativa en sujetos con EA, respecto a 




Gráfico 44. Comparación de la expresión relativa de ARN en sujetos con EA y 
al menos un alelo 4 de la ApoE (n=11), medido por PCR,  tomando como 
referencia los valores de sujetos control (n=8), de distintas enzimas 
antioxidantes (SOD-Mn: superoxido dismutasa-manganeso; SOD-CU/ZN: 
superóxido dismutasa cobre/zinc; GPx: glutatión peroxidasa; GCLC: unidad 
catalítica de la glutamato cistein ligasa (GCL); GCLM: unidad moduladora de 
la GCL.; Cat: catalasa). Significación estadística expresada como (*) p<0,05 








GRÁFICO 46. Expresión relativa en sujetos con EA, respecto a sujetos 
control, de enzimas relacionadas con fosforilización de tau. 
 
 
Gráfico 45. Comparación de la expresión relativa de ARN en sujetos con EA y 
al menos un alelo 4 de la ApoE (n=11), medido por PCR,  tomando como 
referencia los valores de sujetos control (n=8), de distintas enzimas 
relacionadas con la proteína tau (RCAN: proteína reguladora de la 
calcineurina, calcineurina, PKR: protein-kinasa dependiente de RNA y 
GSK3β: glucógeno sintasa kinasa 3β). Significación estadística expresada 
como (*) p<0,05 entre la expresión del enzima entre casos vs controles. 
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10. ApoE y marcadores de inflamación.  
 Medimos por kit de ELISA los niveles de TNFα de suero de 
sangre total incubada durante 24 horas con péptido Aβ 1-42 y 42-1 y 
estimulada con lipopolisacáridos (LPS), en 10 controles y 23 casos. 
Como ha ocurrido en otros experimentos, no encontramos 
diferencias en los niveles de TNFα tras incubación con el péptido 
tóxico o con su péptido control.  
 Al comparar entre los distintos grupos según su genotipo 
ApoE, encontramos una tendencia a presentar menores niveles de 
TNFα en los sujetos con genotipo 4/4 respecto a los 3/3 y 3/4  











GRÁFICO 47. Niveles de TNFα según genotipo ApoE tras incubación 





Gráfico 46. Diferencias de los niveles de TNFα medidos mediante ELISA 
entre los distintos grupos según genotipo ApoE (ApoE 3/3 n=10, 3/4 n=11, 




















1.- Genotipo ApoE y cognición. 
 1.1 Quejas subjetivas de memoria: 
En nuestra muestra encontramos diferencias significativas 
entre el porcentaje de sujetos que presentan quejas subjetivas de 
memoria y son portadores de al menos un alelo de la ApoE frente a 
los sujetos que no lo son. Se ha investigado y descartado la 
posibilidad de que en este hecho influyera el antecedente de 
depresión, más prevalente en nuestros sujetos con ApoE 4, el sexo o 
la edad. No obstante estos datos han de tomarse con cautela dado 
que se trata de un síntoma cargado de subjetividad y nuestros casos 
son hijos de pacientes con EA por lo que pueden estar más 
condicionados a darle más importancia a fallos de memoria banales.   
Otros autores han descrito previamente una correlación 
similar a la que nosotros encontramos. Stewart y cols. en un trabajo 
publicado en Neurology, encuentran una correlación entre ApoE 4 y 
fallos subjetivos de memoria en 1049 pacientes sin demencia, en 
resultados ajustados a la presencia de depresión y quejas somáticas 
(Stewart R y cols., 2001). Nuestros datos corroborarían estos estudios. 
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1.2 Test Neuropsicológicos: 
Uno de los primeros déficits cognitivos observados en la EA 
son los problemas de atención y de memoria reciente y de trabajo, 
es por eso que decidimos elegir el test de Stroop, que mide atención 
y funciones frontales, y el test de memoria de Rey para valorar 
memoria inmediata, aprendizaje y memoria diferida.  
En nuestra muestra hemos encontrado que en  ambos test, y 
como ya está descrito en la literatura, influyen de forma importante 
tanto la edad como el nivel educacional, presentando peores 
puntuaciones los sujetos mayores de 40 años respecto a los de 
menor edad y menor puntuación a menor nivel educativo. 
Respecto a la influencia del genotipo ApoE sobre los 
resultados en los test cognitivos, encontramos peores puntuaciones 
en los sujetos 4/4. Estas diferencias son más claras cuando se analiza 
el subgrupo de sujetos con estudios universitarios, quizá por ser un 
grupo más homogéneo respecto a cognición.   
Estos datos van a favor de los estudios que diversos autores 
han realizado en sujetos no dementes y que les ha llevado a la 
conclusión de que podría existir un “fenotipo cognitivo” asociado al 
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genotipo 4 de la ApoE. Así existen estudios en sujetos jóvenes que 
demuestran una menor puntuación en test de atención (Greenwood 
PM y cols., 2000), menor memoria verbal (Flory JD y cols., 2000) y de 
trabajo (Parasuraman R y cols., 2002) en sujetos portadores del alelo 
4 de la ApoE. 
 También se han realizado estudios cognitivos en sujetos ancianos no 
dementes en relación su genotipo ApoE. Así se ha encontrado 
relación entre ApoE 4 y peores resultados en test cognitivos en estos 
sujetos (Baxter LC y cols., 2003). 
 
1.2.1 Técnicas de imagen: 
Existen estudios en la literatura realizados con técnicas de 
imagen que apoyan los resultados de los estudios neuropsicológicos 
antes comentados,  en los que se relaciona el genotipo 4 de la ApoE 
con mayor atrofia cerebral en sujetos no dementes (Wishart HA y 
cols., 2006; Lind J y cols., 2006).  También en sujetos jóvenes con 
ApoE 4 se han realizado estudios con resonancia magnética cerebral 
funcional, SPECT y PET cerebral,  y mientras unos autores encuentran 
una disminución en la activación de zonas característicamente 
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alteradas en la EA (Reiman EM y cols., 2004), otros hallan todo lo 
contrario, sugiriendo así un mecanismo compensatorio (Wishart HA 
y cols., 2006). En sujetos ancianos no dementes se ha asociado a 
mayor atrofia cerebral del lóbulo temporal mesial (Lemaître H y 
cols., 2005) y menor metabolismo cerebral por PET en áreas parieto-
temporales (Reiman EM y cols., 1996). 
 
 






2.- Genotipo ApoE y síndrome depresivo 
 Un total de 5 sujetos presentaban sintomatología depresiva, 
3 de ellos depresión leve reactiva y 2 de ellos depresión moderada-
severa que precisaba medicación y controles por psiquiatra. Los 5 
sujetos presentan al menos un alelo 4 de la ApoE y los dos sujetos 
con depresión moderada-severa pertenecen al grupo 4/4 de la ApoE. 
En la bibliografía encontramos que existe una asociación 
entre ApoE 4 y depresión tanto en sujetos dementes (Delano-Wood 
L y cols., 2008) como en sujetos no dementes (Yen YC y cols., 2008). 
Además se ha encontrado un efecto protector del alelo 2 de la ApoE 
frente a depresión mayor (Fan PL y cols., 2006). Por tanto nuestros 
datos estarían a favor de un efecto favorecedor de la ApoE 4 sobre el 
síndrome depresivo y además dosis dependiente, siendo de mayor 
gravedad la depresión en los sujetos homocigotos.  
Numerosos autores han intentado explicar esta relación 
entre depresión y genotipo ApoE, así algunos piensan que en los 
sujetos dementes con ApoE 4 existiría una mayor densidad de placas 
de amiloide en regiones cerebrales importantes en regular la 
emoción como es el sistema límbico (Roses AD, 1994). Otro tema es 
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la relación entre ApoE 4 y depresión en ancianos no dementes, que 
muchos autores han atribuido a que el alelo 4 de la ApoE es un factor 
de riesgo vascular y por tanto de la depresión de inicio en el anciano, 
la llamada “hipótesis de la depresión vascular” (Lavretsky H y cols., 
2000; Alexopoulos GS y cols., 1997). Sin embargo otros estudios han 
demostrado que la ApoE 4 se relaciona con la depresión de inicio en 
la vejez de forma independiente a los factores de riesgo vascular 
(Yen YC y cols., 2007). 
Se ha constatado que en los ancianos sin deterioro cognitivo 
y  con depresión no sólo de inicio tardío sino también de inicio 
precoz en la vida existe un menor tamaño hipocampal que en los 
controles (Hickie I y cols., 2005) y también existen estudios, como 
comentábamos antes, que asocian ApoE 4 con un menor tamaño 
hipocampal y un menor rendimiento en test cognitivos dependientes 
del hipocampo en sujetos jóvenes (Lind J y cols., 2006). Un reciente 
trabajo de Kok y cols. en el que estudiaban los cerebros tras autopsia 
de 603 sujetos de todas las edades, asegura que el acúmulo de 
lesiones cerebrales relacionadas con la EA, en especial las placas 
seniles, se empieza a producir en la edad media de la vida en los 
sujetos con genotipo ApoE 4 (Kok E y cols., 2009). 
 200 
 
Por tanto una posible causa de la relación entre ApoE 4 y 
depresión sería que ésta se asocia a un menor volumen del 
hipocampo y un mayor acúmulo de amiloide, lo que conllevaría a un 
peor rendimiento de dicha región cerebral que se manifiesta tanto 
en funciones cognitivas como emocionales, con resultado de peores 
puntuaciones en test cognitivos y una mayor predisposición a 
trastornos del ánimo como la depresión. 
 
3.- Genotipo ApoE y resultados analíticos. 
 3.1 Colesterol: 
  ApoE 4 es un factor de riesgo vascular y se asocia a niveles 
mayores de LDL y menores de HDL-colesterol (Leon AS y cols., 2004).  
Además se ha demostrado que cifras altas de colesterol aumentan el 
riesgo de padecer EA (Anstey KJ y cols., 2008). En nuestra muestra 
encontramos mayores cifras de colesterol total y de LDL-colesterol, 
así como menores cifras de HDL-colesterol en los varones respecto a 
las mujeres. Cuando analizamos cada subgrupo según genotipo ApoE 
no existen diferencias entre los hombres y sí que encontramos 
menores niveles de HDL entre las mujeres con ApoE 4. El 8% de 
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nuestros casos se encuentran en tratamiento con estatinas y el 16% 
han recibido el diagnóstico de dislipemia en algún momento de su 
vida en contraste con el 0% en nuestros controles. Todo ello indica 
una mayor tendencia a la dislipemia en los sujetos con ApoE 4 de 
nuestra muestra. 
Existen muchos estudios que relacionan el colesterol con la 
patogenia de la EA (Stefani M y Liguri G, 2009). El colesterol se 
dispone en las células, y por supuesto en las neuronas, formando 
microdominios donde actúan múltiples proteínas y se conoce que la 
beta y gamma secretasa, es decir, la vía amiloidogénica de la APP 
actúan en estos microdominios, mientras que la alfa secretasa o vía 
no amiolidogénica lo hace fuera de éstos, por tanto a mayor 
colesterol en la membrana celular más se favorece la producción de 
Aβ (Liu WW y cols., 2009) (figura 10). La ApoE tiene como función el 
transporte lipídico entre las células contribuyendo así a la reparación 
de las membranas, reinervación y sinaptogénesis. ApoE 4 sería la 
isoforma menos efectiva en esta función produciéndose una 
disminución de la sinaptogénesis y reparación de membranas, un 
aumento de colesterol en las mismas con la consecuente facilitación 




Figura 10. Influencia de los microdominios de colesterol en las membranas 
celulares en la proteólisis de APP y producción de Aβ. ADAM=α-secretasa; 
PS=γ-secretasa; BACE=β-secretasa. 
 
3.2 Hemograma y metabolismo férrico: 
 No encontramos diferencias en la cantidad de hematíes, 
hemoglobina ni hematocrito en los distintos grupos según ApoE. Sí 
encontramos diferencias significativas respecto al sexo con mayor 
tendencia a la anemización en las mujeres probablemente 
secundarias a pérdidas menstruales ya que las mujeres de nuestra 
muestra son jóvenes y en periodo fértil. 
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Encontramos menores depósitos de hierro en las mujeres 
que en los hombres en nuestra muestra, como hemos comentado 
anteriormente debido probablemente a pérdidas menstruales. 
Cuando analizamos por subgrupos respecto al sexo encontramos 
mayor cantidad de ferritina en los sujetos varones 3/3 respecto a los 
3/4 y 4/4. 
 Se ha encontrado una asociación entre menores niveles de 
hierro sérico y EA (Basun H y cols., 1991), existe otro estudio que 
objetivaba menores niveles de transferrina y similares niveles de 
ferritina que en los controles también en sujetos con EA (Fischer P y 
cols., 1997). No hemos hallado en la bibliografía estudios previos que 
describan una correlación entre el genotipo ApoE y el metabolismo 
férrico en sujetos jóvenes. 
  
3.3 Zinc y cobre: 
 Encontramos en la bibliografía estudios que relacionan la EA 
con niveles elevados de cobre y zinc y estos niveles son más elevados 
en los sujetos con EA y genotipo ApoE 4 (Squitti R y cols., 2002; 
González C y cols., 1999). No encontramos en la bibliografía estudios 
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que relacionen el genotipo ApoE con los niveles séricos de cobre y 
zinc en sujetos sanos. En nuestra muestra no encontramos 
diferencias de estos metales entre casos y controles, únicamente 
encontramos mayores niveles de cobre entre los sujetos 3/4 
respecto a los 4/4 en el subgrupo de los hombres, pero sin 
diferencias respecto a los sujetos 3/3, lo cual nos induce a pensar 
que no existe relación entre los niveles de cobre y zinc y el genotipo 
ApoE en sujetos jóvenes. 
 Sí que encontramos mayores niveles de cobre en mujeres 
respecto a los varones, lo que ya se ha descrito con anterioridad en 
estudios poblacionales (Farzin L y cols., 2008). 
 
4.- Genotipo ApoE y estrés oxidativo. 
 4.1 Glutatión: 
 Desde hace años se conoce la relación entre EA y estrés 
oxidativo como comentábamos en la introducción. Lloret A y cols. 
demostraron que los sujetos con EA presentaban mayor cantidad de 
glutatión oxidado que los sujetos no dementes de igual sexo y edad. 
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Además este aumento de glutatión oxidado era mayor a mayor 
grado de demencia (Lloret A y cols., 2009) (Gráfico 47). 
Gráfico 48. Glutatión y deterioro cognitivo. 
 
 
Gráfico 47. Relación entre glutatión oxidado (GSSG) (A) y ratio GSSG/GSH 




 El alelo 4 de la ApoE ha sido asociado a mayor cantidad de 
radicales libres (Ihara Y y cols., 2000), mayor oxidación proteica 
inducida por hierro (Mazur-Kolecka B y cols., 2006) y un aumento en 
los parámetros de oxidación intracelular en sujetos con EA y con 
deterioro cognitivo ligero (Baldeiras I y cols., 2008). Kharrazi  y cols. 
demostraron una disminución del estatus antioxidante total, de 
actividad de catalasa y de glutatión peroxidasa junto con un 
aumento de la Cu-Zn superoxidodismutasa eritrocitaria en los 
sujetos con EA respecto a controles, y que este patrón era más 
marcado en los sujetos con EA y portadores de la ApoE 4 (Kharrazi H 
y cols., 2008). Todo ello se ha postulado que puede ser secundario al 
hecho de que la ApoE tiene función antioxidante y que el alelo 4 
muestra un déficit en esta función respecto al resto de alelos, así 
como que la ApoE puede ser un modulador de la toxicidad del 
péptido Aβ (Lauderback CM y cols., 2002). No hemos encontrado 
estudios que asocien el genotipo ApoE con parámetros de estrés 
oxidativo en sujetos jóvenes, por lo que en este sentido nuestro 
trabajo es totalmente original. 
 Nuestros resultados muestran, al contrario de lo que cabría 
esperar, una mayor cantidad de glutatión oxidado en los sujetos 
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sanos con ApoE 3/3 respecto a los sujetos con al menos un alelo 4 de 
la ApoE. Además encontramos una tendencia a presentar mayor 
aumento de glutatión oxidado tras incubación 24 horas en los 
sujetos controles, sugiriendo, junto con otros resultados que 
comentaremos posteriormente, que los sujetos portadores de la 
menos un alelo 4 de la ApoE no sólo presentan menor estrés 
oxidativo en situación basal sino que además, sus células son más 
resistentes a agresiones externas, pareciendo que este efecto es 
dependiente del numero de alelos 4 que posea el individuo (mejores 
resultados en 4/4 que en 3/4). 
 Conocemos que el alelo 4 de la ApoE presenta una menor 
capacidad antioxidante que el alelo 3, por lo que decidimos estudiar 
otros sistemas antioxidantes para valorar si nos encontramos ante 
una situación de sobrecompensación, ya que no olvidemos que el 
estudio se realiza en sujetos jóvenes y sanos.  
 
 4.2 Enzimas antioxidantes. 
 Midiendo por PCR en linfocitos aislados encontramos 
sobreexpresión de todos los enzimas antioxidantes estudiados en 
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nuestros sujetos “casos” respecto a los sujetos “controles”: enzimas 
de síntesis de glutatión (GCLC, GCLM), glutatión peroxidasa, catalasa 
y superóxido dismutasa, siendo esta diferencia significativa para los 
enzimas de síntesis de glutatión y glutatión peroxidasa.  
Estos resultados nos llevan a pensar que dado que el 
genotipo 4 de la ApoE presenta menor capacidad antioxidante que el 
2 y 3, el resto de mecanismos antioxidantes tienden a 
sobreexpresarse para compensar dicho déficit y así mantener un 
equilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes.  
A este respecto son muy interesantes los experimentos de 
Shea TB y cols. en los cuales medían glutatión y niveles de 
antioxidantes en ratones normales y en ratones transgénicos con 
déficit de ApoE. Encontraron que en situaciones basales los ratones 
con déficit de ApoE presentaban más glutatión y niveles de 
antioxidantes. Posteriormente provocaban una situación de estrés 
oxidativo mediante la deprivación de folato y/o el aumento de 
ingesta de hierro. Descubrieron que si sometían a los ratones a uno 
de éstos insultos ambos grupos respondían aumentando su glutatión 
y los niveles de antioxidantes. Cuando los exponían a ambos insultos 
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se producía una depleción de antioxidantes en los ratones 
deficientes de ApoE, sobrepasando así su capacidad compensatoria, 
e induciendo daño oxidativo (Shea TB y cols., 2002). 
Dado que nuestra muestra está compuesta por sujetos 
jóvenes, probablemente estamos objetivando una situación en la 
cual el resto de recursos antioxidantes se encuentran 
sobreexpresados para compensar el déficit de función antioxidante 
de la ApoE 4 y que con el tiempo y el acúmulo de insultos oxidantes 
esa capacidad compensatoria es agotada y se produce el daño 
oxidativo.  
De hecho y como hemos expuesto con anterioridad 
conocemos que existe un aumento de estrés oxidativo en sujetos 
con EA respecto a los controles que aumenta con el grado de 
demencia (Lloret A y cols., 2009) y que está aumentado en los 
sujetos con EA y ApoE 4 respecto a los ApoE 3 (Kharrazi H y cols., 
2008). 
Nos faltaba conocer qué ocurre con los enzimas 




 4.3 Enzimas antioxidantes en la EA: 
 Encontramos una disminución de la expresión de los enzimas 
de síntesis de glutatión y una ligera sobreexpresión de la SOD en los 
sujetos con EA y ApoE 4 respecto a los controles. Estos resultados 
son similares a los de Kharrazi H y cols. que encontraron una 
disminución del estado antioxidante total, catalasa y glutatión 
peroxidasa y un aumento de superóxido dismutasa en sujetos con EA 
siendo estas diferencias más marcadas en los sujetos con EA y ApoE 
4 (Kharrazi H y cols., 2008). 
Estos datos apoyan más nuestra hipótesis de que ser 
portador de la ApoE 4 produce un aumento de defensas 
antioxidantes intentando suplir el déficit de función antioxidante en 
los sujetos jóvenes que terminará agotándose a lo largo de los años 
predisponiendo al daño oxidativo y por tanto al desarrollo de la EA.  
 
 4.4 ApoE y peróxidos: 
 Los peróxidos son sustancias oxidantes que presentan un 
enlace oxígeno-oxígeno, de los cuales el peróxido de hidrógeno 
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(H2O2) es el más importante. Su aumento en las células es un 
indicador de daño oxidativo.  
 Como comentábamos en la introducción el aumento de 
radicales libres parece tener una implicación etiopatogénica en la EA 
(Cross CE y cols., 1987) y no sólo a nivel cerebral sino también a nivel 
sistémico (Begni B y cols., 2004). De hecho se piensa que la toxicidad 
del péptido Aβ en las células está causado por medio del aumento de 
radicales libres (Behl C y cols., 1994) lo cual se ha demostrado en 
cultivos celulares (Butterfield DA y cols., 2002). 
 En nuestros experimentos el hecho de medir peróxidos tenía 
doble finalidad, el de encontrar diferencias en sus niveles basales en 
los distintos grupos y por otra parte como medida de toxicidad del 
péptido Aβ. No hemos encontrado diferencias entre sus niveles 
basales y sus niveles tras incubación con Aβ ni tampoco entre los 
distintos grupos de nuestra muestra. Dado que el experimento se 
realizó en un solo momento puntual quizá no detectamos el 
aumento de peróxidos y la determinación se realizó demasiado 
precoz o tras la actuación de los mecanismos antioxidantes celulares, 
por lo que se necesitarían nuevos experimentos con 
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determinaciones seriadas para descartar que el péptido Aβ no 
produzca aumento de peróxidos en nuestras muestras. 
 
5.- ApoE y muerte celular.  
 La apoptosis, tal como apuntábamos en la introducción, es 
una muerte celular programada y la cascada de las caspasas es la vía 
principal de ejecución (Martin SJ y cols., 1995). En concreto las 
caspasas 3 y 7 forman parte de las llamadas caspasas efectoras. Se 
conoce que en la EA se produce muerte neuronal por el mecanismo 
de apoptosis que se desencadena secundario al daño mitocondrial 
producido por el péptido Aβ bien de forma directa o indirecta a 
través de los radicales libres. Este daño mitocondrial produce la 
liberación del citocromo C que es el encargado de iniciar la cascada 
de las caspasas (Velez-pardo C y cols., 2002; Takuma K y cols., 2005). 
Se ha demostrado en cultivos celulares que la ApoE 4 induce 
apoptosis (Hashimoto Y y cols., 2000) y existen experimentos en los 
que se objetiva un aumento de la apoptosis y de la caspasa 3 en 
linfocitos de sangre periférica de sujetos con EA respecto a controles 
y que dicho aumento es mayor en los sujetos con EA y ApoE 4 (Frey 
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C, 2006). No hemos encontrado estudios que relacionen el genotipo 
ApoE y la susceptibilidad a la apoptosis en sujetos jóvenes. 
En nuestra muestra no hemos encontrado diferencias 
significativas respecto a la activación de caspasas entre los distintos 
grupos. Cuando analizamos la muerte celular por apoptosis tras 
incubación 24 horas encontramos mayor porcentaje en los linfocitos 
de los sujetos con genotipo 3/3 respecto a los otros grupos. Por 
tanto los linfocitos de nuestros casos presentan mayor protección 
frente a las agresiones externas que los controles, lo que va en 
concordancia con los resultados de glutatión y enzimas 
antioxidantes. Al ser unas células con mayores defensas 
antioxidantes son capaces de soportar  mejor los insultos 
proapoptóticos. 
Adicionalmente encontramos que existe mayor muerte 
celular en varones que en mujeres (datos no mostrados). Pensamos 
que las mujeres podrían estar más protegidas gracias a las hormonas 
estrogénicas. Estudios del grupo del Dr. Viña, en el departamento de 
Fisiología de Valencia, han puesto de manifiesto que los estrógenos 
estimulan la sobreexpresión de genes de longevidad así como genes 
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de enzimas antioxidantes (Borrás C y cols., 2005) y se ha demostrado 
que puede ser protector frente a Aβ en cultivos celulares neuronales 
(Vallés SL y cols., 2008). 
 
6. ApoE y alteración mitocondrial. 
 La disminución del potencial de membrana mitocondrial 
(PMM) y la liberación del citocromo C son los primeros pasos para 
iniciar la cascada de la apoptosis celular. 
Se conoce que la alteración mitocondrial juega un papel 
importante en la fisiopatología de la EA (Sompol P y cols., 2008). 
Como comentábamos en la introducción conocemos que el péptido 
Aβ es capaz en estudios in vitro de producir alteraciones 
mitocondriales con liberación de radicales libres y citocromo C así 
como de provocar agregación mitocondrial (Lloret A y cols., 2008). 
Respecto a su relación con la ApoE, existen experimentos en los 
cuales se objetiva mayor susceptibilidad a la toxicidad del péptido Aβ 
y a la disfunción mitocondrial en ratones transgénicos knock-out 
para ApoE (Keller JN y cols., 2000). 
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En nuestros experimentos encontramos, tras incubación 
durante 24 horas, un descenso del PMM en plaquetas de nuestros 
sujetos controles así como aumento de citocromo C respecto a 
nuestros casos, sin que encontremos diferencias significativas en el 
PMM  en linfocitos. No encontramos diferencias en el tamaño ni en 
la morfología de las mitocondrias entre los distintos grupos. Estos 
datos están en concordancia con el mayor porcentaje de muerte 
celular que encontramos en nuestros controles medido con anexina 
y yoduro de propidio en microscopía confocal. 
Estos resultados hay que tomarlos con reservas ya que no 
hemos encontrado una activación de caspasas por microscopía 
confocal y además la disminución del PMM sólo la encontramos en 
plaquetas y no en linfocitos. El citocromo C es una molécula 
intracitosólica y nuestras mediciones se limitan a la cantidad de 
citocromo C en sobrenadante, por lo que puede que estemos 
midiendo liberación de citocromo C secundaria a la muerte celular y 
no implique la medición de un proceso de iniciación a la apoptosis. 
Por tanto no podemos asegurar que la muerte celular y apoptosis en 
nuestros linfocitos sean secundarios a la activación de las caspasas. 
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7.-ApoE y marcadores de inflamación. 
 Como ya comentamos en la introducción se piensa que la 
inflamación juega un papel importante en la EA. Son muchos los 
estudios que han investigado marcadores de inflamación a nivel 
periférico en sujetos con diagnóstico de EA y en sujetos con 
deterioro cognitivo ligero con el fin de encontrar un marcador 
biológico de futura progresión a demencia. Los resultados de estos 
estudios son contradictorios. En el caso de el TNFα, que es la citokina 
que hemos medido en nuestros experimentos, encontramos en la 
bibliografía estudios en los cuales han hallado un aumento de dicha 
molécula en sangre de sujetos con EA (Gomez-Rabetti M y Moscato 
P, 2008; Baranowsda-Bik A y cols., 2008), otros que han encontrado 
un descenso (Alvarez XA y cols., 1996) y finalmente otros en los que 
no se objetiva ningún cambio respecto a los controles (Angelopoulos 
G y cols., 2008). 
 Respecto a su asociación con la ApoE, encontramos estudios 
en ratones, también con falta de concordancia en sus resultados. 
Mientras existen autores que aseguran una menor producción de 
TNFα en células con genotipo ApoE 4 respecto a las ApoE 3 (Boesch-
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Saadatmandi C y cols., 2009), otros autores aseguran lo contrario 
(Tsoi LM y cols., 2007). 
 En nuestra muestra hemos encontrado una menor 
producción de TNFα en los linfocitos de sujetos ApoE 4/4 respecto a 
los 3/3 y 3/4. No hemos encontrado artículos en la bibliografía 
donde este experimento se haya realizado en humanos. Estos 
resultados estarían en concordancia con el resto de experimentos y 
con una mayor protección frente a las agresiones en los sujetos con 
ApoE 4. 
 
8.- ApoE y enzimas relacionadas con tau. 
 Por PCR medimos la expresión de RCAN 1.1, 1.4, GSK3β, PKR 
y calcineurina en nuestra muestra de sujetos jóvenes y en sujetos 
con EA. Encontramos sobreexpresión de todas las enzimas en 
nuestros casos respecto a los controles presentando mayor 
sobreexpresión los sujetos 4/4 respecto a los 3/4, siendo más 
evidente para RCAN 1.4 y calcineurina. En los sujetos con EA también 
encontramos sobreexpresión de todos los enzimas, siendo estas 
diferencias más significativas para RCAN 1.4 y calcineurina. 
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 Por electroforesis y posterior Western blotting medimos la 
expresión de proteína calcineurina, RCAN 1.4 y GSK3β en sujetos 
jóvenes en relación a su genotipo ApoE, encontrando mayor 
expresión de calcineurina y GSK3β en sujetos con genotipo ApoE 3/4 
y 4/4 y mayor expresión de RCAN 1.4 en sujetos 4/4, confirmando los 
resultados hallados con la técnica de PCR.   
El hecho de que calcineurina esté sobreexpresada en ambos 
grupos tiene dos lecturas, una de ellas es que la inhibición por parte 
de RCAN1 de su actividad produzca una sobreexpresión del enzima 
intentando compensar dicha inhibición. Otra lectura más interesante 
sería que la hiperactividad de la calcineurina está asociada a la EA y 
que tiene un papel independiente de la proteína tau en la patogenia 
de dicha enfermedad. Existen estudios que han hallado un aumento 
de actividad de calcineurina en cerebros con EA  (Liu F y cols., 2005; 
Norris CM y cols., 2005) que apoyan esta hipótesis. Se ha 
demostrado que aunque en experimentos in vitro calcineurina es 
capaz de defosforilar tau (Gong CX y cols., 1995), ésta presenta 
mucha menor afinidad por tau que otras fosfatasas cerebrales. Otros 
estudios en los que se compara la actividad de defosforilación de 
distintos enzimas cerebrales han demostrado que la contribución de 
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calcineurina en la actividad total de tau fosfatasa es de 
aproximadamente el 7% (Liu F y cols., 2005).  
Se ha demostrado que tanto el péptido Aβ como la 
disfunción mitocondrial activan calcineurina, bien directamente 
como a través del aumento del calcio citosólico, y que la activación 
de la calcineurina favorece la fragmentación mitocondrial y la 
excitotoxicidad por glutamato, lo cual produce apoptosis celular 
(Agostinho P y cols., 2008; Quintanilla RA y cols., 2009).  
No existen en la literatura experimentos que relacionen la 
sobreexpresión de este enzima en relación al genotipo ApoE ni 
tampoco en sujetos jóvenes. 
 Como apuntábamos en la introducción, existen fuertes 
evidencias para implicar a GSK3 en la patogenia de la EA, pues se ha 
encontrado aumentada en los sujetos con EA tanto a nivel cerebral 
como periférico y se conoce que produce hiperfosforilación de tau, 
aumento de la producción de Aβ, deterioro cognitivo y 
neurodegeneración. Todo esto ha llevado a plantear a algunos 
autores la “hipótesis de la GSK en la EA” y ya existen ensayos 
terapéuticos con inhibidores de la GSK (Hooper C y cols., 2008). Se 
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ha encontrado que el polimorfismo TT de la GSK3 es un factor de 
riesgo para desarrollar la EA (Mateo I y cols., 2006). En estudios con 
cultivos celulares se ha encontrado que la adición de ApoE disminuye 
los niveles de GSK3 (Hoe HS y cols., 2006) y que ApoE 4 produce 
activación de GSK3 respecto a ApoE 3 (Cedazo-Minguez A y cols., 
2003). No encontramos en la literatura estudios que relacionen la 
expresión de este enzima respecto a genotipo ApoE ni en sujetos con 
EA ni en sujetos jóvenes.  
 Como comentábamos en la introducción RCAN1 es una 
proteína inhibidora de la calcineurina, que es capaz de estimular 
GSK3  y que se encuentra aumentada en el cerebro de los sujetos 
con EA. Existen diversas isoformas de las cuales las principales son la 
RCAN 1.1 y RCAN 1.4, que difieren en su región N-terminal. Estudios 
experimentales han demostrado que el estrés oxidativo es capaz de 
estimular la expresión de RCAN 1.4 vía calcineurina, existiendo un 
feedback negativo entre ambas proteínas,  esto es que el aumento 
de radicales libres estimula la expresión de calcineurina que a su vez 
estimula la expresión de RCAN1 que inhibiría a la primera (Porta S y 
cols., 2007). Diversos estudios han demostrado que la estimulación 
de calcineurina y RCAN1 secundario al estrés oxidativo tiene como 
 221 
 
función proteger a la célula del daño secundario al aumento de 
radicales libres, pero que una estimulación crónica de estas 
proteínas conlleva a daño celular (Emark G y cols., 2002). Como se ha 
comentado anteriormente calcineurina está implicada en la 
fragmentación mitocondrial, la apoptosis celular y la excitotoxicidad 
por glutamato y RCAN1 está asociado a estimulación de GSK3 e 
hiperfosforilación de tau. 
No existe en la literatura estudios que relacionen el genotipo ApoE 
con la expresión de RCAN. 
Otra proteína interesante es la PKR, una protein-kinasa 
dependiente de RNA que está implicada con la supervivencia y 
activación de la apoptosis celular y es activada como respuesta al 
estrés. Dicha proteína se ha visto que aumenta con la edad y en la EA 
(Bullido MJ y cols., 2008; Peel AL y cols., 2003). Existen estudios que 
han relacionado la activación de esta proteína en linfocitos de sangre 
periférica de sujetos con EA con sus resultados en test cognitivos 
(Paccalin M y cols., 2006). Además, diversos autores han relacionado 
la activación de PKR con el aumento de apoptosis en respuesta al 
estrés oxidativo y la entrada de calcio a la célula secundaria a la 
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toxicidad al péptido Aβ (Chang RC y cols., 2002). También se conoce 
que es capaz de estimular GSK3β (Baltzis D y cols., 2007). 
No encontramos en la literatura estudios que relacionen el genotipo 
ApoE con la activación de PKR. 
Por tanto esta es la primera vez que se describe un aumento 
de expresión de proteínas relacionadas con respuesta al estrés y con 
la hiperfosforilación de tau en sujetos jóvenes con genotipo ApoE 4, 
hijos de sujetos con EA, en linfocitos de sangre periférica. 
Según estos datos podemos hipotetizar que los sujetos con 
genotipo 4 de la ApoE, al presentar un déficit de defensas 
antioxidantes, presentan una sobreexpresión de otras vías 
metabólicas que intentan compensarlo, igual que ocurría con los 
enzimas de síntesis de glutatión. Así existiría una sobreexpresión de 
calcineurina y de PKR que activaría GSK3β vía RCAN1. Esta vía tiene 
un efecto protector en la célula si su activación es transitoria, pero si 
ocurre de forma crónica acarrea efectos perjudiciales para la célula 
que terminan en la muerte celular por apoptosis e hiperfosforilación 




Figura 11. ApoE y apoptosis 
 
 
Figura 11. Mecanismo por el cual ApoE 4 produciría apoptosis celular, 
fosforilización de proteína tau y acúmulo de Aβ. +=estimula; CN= 
calcineurina; PTau= fosforila tau. 
 
 
9.- Efecto del péptido Aβ en nuestra muestra. 
 Uno de nuestros objetivos al inicio del estudio era investigar 
el posible aumento de susceptibilidad a la toxicidad del péptido Aβ 
en los linfocitos de nuestros sujetos con ApoE 4, hipotetizando que la 
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ApoE 4 podría predisponer a padecer EA al ser más susceptible a las 
agresiones por dicho péptido.  
 Inicialmente elegimos una dosis de 10µm en incubación 
durante 6 horas pues en estudios previos en nuestro laboratorio 
dicha dosis resultaba tóxica en cultivos de mitocondrias aisladas 
(Lloret A y cols., 2008). Posteriormente aumentamos la dosis a 20µm 
en incubación durante 24 horas. Usamos distintas preparaciones del 
péptido: en fresco, en forma de oligómeros, prefibrillas y fibrillas 
según el artículo de Tamagno y cols (Tamagno E y cols., 2006) dado 
que existe controversia sobre si el péptido resulta tóxico en su forma 
fibrilar o en su forma soluble (Lai CS y cols., 2009). 
 Elegimos realizar el estudio en linfocitos por su facilidad en 
obtención de la muestra y por haber demostrado con anterioridad 
ser un buen modelo periférico para el estudio de la EA, presentando 
muchas similitudes con las células neuronales (Eckert A y cols., 1998; 
Velez-Pardo C y cols., 2002). 
 En nuestros experimentos no hemos encontrado que el 
péptido Aβ 1-42 produjera mayor toxicidad que su péptido control 
42-1, por lo que todos los efectos observados en nuestras muestras 
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son atribuibles a la agresión de incubar los linfocitos durante 24 
horas, lo cual es un estímulo apoptogénico. Hemos intentado medir 
si existía toxicidad por Aβ de múltiples maneras, con marcadores de 
estrés oxidativo como el glutatión oxidado y los peróxidos, con 
marcadores de alteración mitocondrial como el PMM y el citocromo 
C, midiendo apoptosis tanto por citometría como por microscopía 
confocal y midiendo marcadores de inflamación como el TNFα, sin 
encontrar variaciones en ninguno de estos parámetros.  
Existen en la literatura estudios que han encontrado 
toxicidad del péptido Aβ sobre linfocitos aislados que nosotros no 
hemos podido reproducir, es el caso de los experimentos de Velez-
Pardo y cols., pero en sus experimentos la toxicidad aparecía con la 
adición de Aβ y H2O2 (Velez-Pardo C y cols., 2002). Otros estudios lo 
que observan es un aumento en la proliferación de linfocitos y de 
liberación de citokinas al añadir Aβ (Yin Y y cols., 2009; Trieb K y 
cols., 2006). 
Por tanto nuestros resultados muestran que el péptido Aβ no 

























1.- Hemos encontrado que las personas jóvenes y sanas que poseen 
un alelo 4 de la ApoE presentan peores resultados en test cognitivos 
junto con un mayor porcentaje de quejas de memoria, respecto a 
sujetos jóvenes con genotipo ApoE 3. Nuestros datos corroboran la 
hipótesis de que existe un fenotipo cognitivo asociado al alelo 4 de la 
ApoE. 
  
2.- Hemos hallado una mayor tendencia a la depresión en sujetos con 
genotipo 4 de la ApoE siendo ésta de mayor gravedad en los sujetos 
4/4 respecto a los 3/4. 
 
3.- Existe un mayor porcentaje de sujetos en tratamiento con 
estatinas y con diagnóstico de dislipemia en algún momento de la 
vida entre los sujetos con genotipo ApoE 4 respecto a los sujetos 
control, lo que traduce una mayor tendencia a la dislipemia.  
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4.- Existe una disminución de niveles de HDL-colesterol en mujeres 
con genotipo 4 de la ApoE respecto a controles, por lo que ApoE 4 
actuaría como factor de riesgo vascular en este grupo de sujetos. Así 
mismo, encontramos mayor cantidad de ferritina en el grupo de 
hombres con genotipo 3 de la ApoE respecto al grupo con genotipo 4. 
 
5.- Nuestros experimentos ponen de manifiesto la ausencia de 
toxicidad del péptido Aβ sobre linfocitos aislados.   
 
6.- Hemos demostrado que los sujetos con genotipo ApoE 4 
presentan un patrón antioxidante diferente en sangre periférica, con 
mayores niveles de glutatión reducido en situación basal y después 
de agresiones apoptogénicas.  Esto es contradictorio frente a lo que 
conocemos sobre la ApoE 4, ya que se sabe que este genotipo se 





7.- Las células de los sujetos con genotipo ApoE 4 son más resistentes 
a las agresiones respecto a las de los sujetos con genotipo ApoE 3, 
presentando menor oxidación de glutatión en sangre periférica y 
menor apoptosis en linfocitos aislados, así como menor caída del 
PMM en plaquetas y menor liberación de citocromo C. 
 
8.- Encontramos menor producción de TNFα tras estimulación 
antigénica en linfocitos aislados de sujetos con genotipo ApoE 4/4, 
respecto a los sujetos con genotipo 3/4 y 3/3. 
 
 
9.- Consideramos que existe una sobrecompensación de sistemas 
antioxidantes en los sujetos jóvenes con genotipo 4 de la ApoE 
respecto a los sujetos controles, lo cual hemos corroborado al 
encontrar una sobreexpresión de enzimas de síntesis de glutatión así 
como de calcineurina, PKR, GSK3β y RCAN 1.4. 
 
10.- Existe un agotamiento de los mecanismos antioxidantes 
compensatorios en los sujetos con Enfermedad de Alzheimer y 
genotipo ApoE 4, lo que se refleja en una menor expresión de 
 230 
 
enzimas de síntesis de glutatión. A nivel de enzimas relacionadas con 
la proteína tau y su fosforilización, encontramos un patrón similar de 
sobreexpresión en los sujetos con Enfermedad de Alzheimer y 
genotipo ApoE 4 y los sujetos jóvenes con genotipo ApoE 4, con 




Ser portador del alelo ε4 de la ApoE es un factor de riesgo 
para desarrollar la EA, probablemente debido a una disminución de la 
función antioxidante de la ApoE, lo cual conlleva a la sobreexpresión 
de otros sistemas antioxidantes que finalmente terminan por 
agotarse (como es el caso de los enzimas de síntesis de glutatión) o 
produciendo alteraciones celulares secundarias a su activación 
crónica (como es el caso de calcineurina, PKR, RCAN 1.4 y GSK3β) 
como son la muerte celular por apoptosis y la hiperfosforilización de 
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